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始终控制温度为30℃，所得复乳较稳定，囊形较好。

多囊脂质体粒径较大，对机械损伤、挤压较为敏

感，采用低速离心即能方便有效地达到分离的目的。

本实验考察了不同离心转速对包封率的影响，最终

确定的条件为2 500 r／min离心5 min。 一
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复合酶法提取丹参中丹参素的研究

杨皓明，齐崴，何志敏。，王红蕾

(天津大学化工学院化学工程研究所，天津 300072)

摘要：目的研究酶在丹参提取过程中的作用，确定不同因素对酶解提取效果的影响。方法采用单因素实验方

法与紫外检测分析方法，以丹参素提取率为评价指标，对原药粒度、酶用量、固液比、第一步酶解时间及第二步水提

时间5个工艺参数分别进行实验，以确定酶法提取的最佳工艺条件。结果 酶法提取丹参素的最佳工艺条件为：酶

解温度50℃；pH=4．6；粒度为20～35目I酶底物质量比1 t 200；第一步酶解时间为80 rain，固液比为I，15；第二

步水提时间为40 rain，固液比为1：9。结论通过本工艺得到的丹参素提取率为84．61％，且工艺条件温和，对设

备要求低，不仅可以降低能耗，还可以避免多糖类物质的糊化，并减小丹参素在提取过程中被氧化的可能。
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Process of multi—enzyme assisted extraction of Danshensu from Salvia mitiorrhiza

YANG Hao—ming，QI Wei，HE Zhi—rain，WANG Hong—lei

(Chemical Engineering Research Center，School of Chemical Engineering and Technology，

Tianjin University，Tianjin 300072，China)

Abstract：Objective To study the effect of enzyme in the extraction of Salvia mitio"彘iza and the in—

fluence of different factors on enzymatic extraction．Methods Monofactorial experiments were employed

to examine the effects of the substrate size，enzyme consumption，ratio of solid to liquid，1“enzymatic ex—

traction time．and 2nd water extraction time on the extraction of S．mitiorrhiza．Ultraviolet—visible spec—

trophotometry was used to analyze the results and Danshensu extraction rate was regarded as standard．

Results The data showed that the highest Danshensu extraction rate(84．61％)could be achieved at：t=

50℃，pH=4．6，granularity一20—35 meshes，E—S=1：200，1“enzymatic extraction time=80 min，

S—L=1：1 5，2们water extraction time=40 min，S—L一1：9．Conclusion This process could be conducted
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under mild conditions and in relatively simple equipment，which could help reduce energy cost，alleviate

gelatinization，and lower the possibility of product oxidation，and thus it is considerably feasible．

Key words：Danshensu；enzymatic extraction；process conditions

丹参是唇形科鼠尾草属丹参Salvia mitiorrhiza

Bunge的干燥根，是中医常用的一味历史悠久的活

血化瘀药‘1。，具有行气止痛、宁心安神的功效‘21。丹

参的有效成分可分为脂溶性二萜类化合物和水溶性

酚性化合物两种，其中水溶性成分丹参素[(D)一

(+)一p一3，4二羟基苯乳酸]是丹参发挥抗心肌缺

血、改善微循环等作用的主要功效成分[1]。虽然有学

者通过(尺)一(+)一p3，4二羟基苯丙酮酸还原制得

丹参素‘31，或是从天然产物红根草‘4。、黄连嘲、华尾

鼠[6]中提取出丹参素，但大多数研究还是将丹参作

为丹参素的主要来源。在各种提取方法中，水煎法、

冷凝回流法、索氏提取法的能耗过大，而超临界CO。

循环逆流萃取[川、密闭微波辅助萃取[8]、毛细管电泳

处理03存在设备要求高、处理能力低等缺点。本实验

针对细胞壁这一阻碍目标物溶出的主要因素，采用

复合纤维素酶对丹参细胞壁进行降解，在平衡生产

成本和提取效果的基础上，确定一套高效、温和、环

保、节能的丹参素提取工艺。

1材料

U一2001紫外可见分光光度计(日本日立)；D一

8401型多功能调速器、搅拌器(天津利华仪器厂)。

丹参饮片购至天津协和药店，经过笔者鉴定，符

合《中国药典))2005年一部丹参项下要求；丹参素对

照品购自复旦大学药学院天然药化研究所，质量分

数>99％；Viscozyme L酶制剂(诺维信公司)。

2方法与结果

2．1丹参素的测定

2．1．1标准曲线的绘制：精密称取9．9 mg丹参素钠

(相当于8．91 mg丹参素)，用蒸馏水定容至50 mL。

准确移取0．5、1、1．5、2、2．5、3、3．5 mL置于10 mL

量瓶，定容，摇匀。在280 nm下测定吸光度值。以吸

光度对质量浓度进行回归，得标准曲线方程Y=

12．659 X，R2=0．998 7。结果表明丹参素在0．01～

0．07 mg／mL与吸光度的线性关系良好。

2．1．2丹参中丹参素的测定：称取一定量丹参粉

末，以药材与水比例为1：50 g／mL在50℃下提取

90 min，共提取3次，抽滤，合并滤液，测定，得药材

中丹参素的质量分数为115．8 mg／g。

2．2酶法提取工艺：将丹参适度粉碎为颗粒；按一

定比例将酶液加入浸有丹参的水提液中，恒温、恒

pH值酶解提取；所得提取液抽滤除渣；滤渣再按一

定固液比进行二次纯水抽提；合并两次提取液，旋蒸

浓缩；浓缩液经喷雾干燥或冷冻干燥制得丹参水溶

性提取物干粉。

2．3衡量指标的计算：以提取率为指标进行考察。

提取率=丹参水提液中丹参素的总质量／所用丹参

饮片中丹参素的总质量×100％。

2．4最佳提取工艺参数的确定：由于植物细胞壁含

有纤维素、半纤维素等多种成分[10。，组成比较复杂，

而Viscozyme L酶制剂具有纤维素酶、p葡聚糖酶、

半纤维素酶、木聚糖酶等多种酶活性，可有效降解植

物细胞壁中的生物大分子，所以选用此酶作为实验

用酶制剂。由于纤维素是植物细胞壁的主要成分，而

纤维素酶又是Viscozyme L中的主要酶种，所以根

据纤维素酶的特性确定最适酶解温度为50℃、

pH 4．6[1¨。提取试验在醋酸一醋酸钠缓冲溶液中进

行，分别对原药粒度、酶用量、固液比、第一步酶解时

间、第二步水提时间进行单因素试验考察，并以相同

条件下不加酶粉的实验组作为对照。

2．4．1药材粒度的选择：将不同粒度药材按照酶法

提取工艺条件进行提取，结果见图1。可以看出，无

论是酶法提取还是溶剂(水)提取，提取率均随丹参

原药粒度的减小而增大，且各粒度下酶作用效果显

著，提取率均明显提高。药材粒度越小，与溶剂接触

面积越大，且颗粒内纤维素结晶度越小，酶作用效果

越强，均有利于目标溶质进入溶液主体；当药材粒度

达到35目时，尽管酶对丹参中生物大分子的绝对降

解作用将进一步增强，但酶解对提取效果的相对贡

献却显著下降，表现为酶解提取率与纯水提取率之

差明显减小，酶的部分作用被药材颗粒的粉碎所抵

消。因此，为了充分发挥酶对底物的降解作用以促进

丹参素的提取，选择提取率差值最大时的药材粒度，

即20～35目。

同时考察了提取液终质量浓度随丹参药材粒度

的变化趋势，见图2。可见药材粒度越小，提取液中

产物质量浓度越高，但酶解对提取过程的强化作用

并未体现在产物终质量浓度上，在不同粒度下，酶解

提取的产物质量浓度略低于纯水提取。

提取液体积随丹参药材粒度的变化趋势见图

3。可见粒度越小，酶提液体积越大，而水提液体积明
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图1原药粒度对丹参素提取率的影响

Fig．1 Effects of substrate size on extraction

rate of Danshensu
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图2原药粒度对丹参素提取液浓度的影响

Fig．2 Effects of substrate size on extract

conceⅡtration of Danshensu
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图3药材粒度对提取液体积的影响

Fig．3 Effects of substrate size on extract volume

显低于酶提液。在提取初始阶段，溶剂首先通过细胞

壁渗入胞内，使可溶性物质溶解，形成细胞内外浓度

差[1引，以促进目标组分向溶液主体溶出；提取过程

达平衡后，由于经过晾晒的丹参药材吃水能力很强，

可吸收相当于其干重2倍以上的水分，使得此部分

溶剂水连同溶解于其中的丹参素均滞留在胞内，因

而影响了提取效果；而在酶法提取过程中，由于纤维

素酶的破壁作用，丹参素溶出阻力减小，且药材颗粒

持水能力大幅降低，初期渗入并驻留在胞内的水分

及溶于其中的可溶性成分被释放回溶液主体，因而

明显增加了提取液体积，强化了丹参素的提取效果，

这才是酶法提取率高于纯水提取率的真正原因。

2．4．2酶用量的确定：酶与底物质量比对提取率的

影响见图4。可见随酶用量减少，提取率显著降低，

说明酶解破壁作用在强化丹参素提取效果中的重要

作用，尤其是当酶与底物质量比小于1。150后，提

取率下降速度加快，酶与底物质量比为1：500时，

酶已无作用，提取率与非酶法相当。综合考虑提取效

果和提取成本两方面因素，选取提取率下降速度加

快后的第一个点，即酶与底物质量比为1：200。

2．4．3两步法提取工艺中固液比的确定：两步法提

取工艺中不同固液比对提取率的影响见图5。根据

相关文献报道设计的配比原则为：两次或一次提取

总用水量不超过药材质量的24倍，第2次提取用水

量应不多于第1次。

酶与底物质量比

图4酶用量对提取率的影响

Fig．4 Effects of enzyme consumption

on extraction rate of Danshensu
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图5固液比对丹参素提取率的影响

Fig．5 Effects of ratio of solid to liquid

on extraction rate of Danshensu

可见第1步酶解提取率随溶剂水的增多而增

大；第2步纯水提取率却呈相反趋势，即第1步提取

率越高，则第2步中无论溶剂水多寡，提取率反而越

小。由此可见，一次酶解提取后药渣中丹参素残存量
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是影响第2步提取效率的关键因素之一。在5种配

比中，方案C(两步提取分别采用1：15和1：9的

固液比组合)可得到最高的总提取率84．61％。值得

一提的是：虽然方案E(24倍量水一步酶解提取)的

效果要低于其他方案，但仍高达79．9％，且提取总

时间明显缩短，能耗降低，并省去了两次提取之间的

固液分离，简化了操作工序。因此，实际应用中可根

据不同需求选择提取率最高的方案C亦或操作简

便的方案E。

2．4．4第1步酶解提取时间的确定：两步法提取工

艺中第1步酶解时间对提取率的影响见图6。设计

原则为：选定不同酶解时间进行第1次提取；再以完

全相同的条件进行长时间(100 min)第2次提取，以

确保二次提取充分，最后，以两次总提取率为标准选

择最佳酶解时间。

冰
＼

祷
苍

掣

提取时同

A一40 rain．100 rain B一60 rain，100 rain C-80 rain，

100 min D—i00 rain，100 rain E一120 rain，100 rain

图6酶解时间对提取率的影响

Fig．6 Effects of enzymatic hydrolysis time

on extraction rate of Danshensu

可见酶解时间愈长，第1步提取率越高，但药渣

中丹参素残存量越少，将会降低第2步水提的推动

力与提取率，因此，较高的酶解提取率并不意味着较

高的总提取率。实验结果表明：方案C即酶解80

rain提取效果最佳。

2．4．5第2步水提时间的确定：将丹参原药酶解提

取80 rain后，水提30、40、50、60、100 min，结果丹参

素的提取率分别为10．54％、11．01％、10．91％、

10．73％、lI．24％。达到充分提取的最短用时即为最

佳二次提取时间。二次提取率在水提40 min后已基

本恒定。

2．5不同提取工艺的比较：根据文献报道_l 3|，采用

多步水煎法提取，操作过程为取20～35目丹参15 g，

以固液比1：12在沸水中提取90 min，共提取两次，

抽滤，合并滤液，测定吸光度值，计算丹参素的提取

率。同时采用试验优化得到的最佳复合酶法进行提

取，最佳工艺参数：采用viscozyme L酶制剂，50℃，

pH 4．6，粒度20～35目，酶用量为1：200，第一步

酶解提取时间80 rain，固液比1：15；第二步水提时

间40 min，固液比1：9。结果见表1。

表1 多步水煎提取与复合酶法提取的比较

Table 1 Comparison of multistep extraction between

boiling water and enzyme—assisted extraction

方法 提取率／％时间／min能耗设备要求产物氧化程度

多步水煎法 86．59 180 高 高 严重

复合酶法 84．61 120 低 低 较轻

3讨论

本工艺所得丹参素提取率比多步高温沸水煎煮

法仅低1．98％，比传统溶剂水提法高3．55％，且提

取时间比传统工艺缩短1 h，温度从100℃降至50

℃，大幅度降低了能耗，减轻了设备损害，避免了多

糖类物质的糊化，也减小了丹参素在提取过程中被

氧化的可能。
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