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  [ 摘要]  目的:利用筛选的高产纤维素酶内生青霉菌的发酵液辅助提取银杏黄酮。方法:采用单因素分析和正交试验,以

银杏总黄酮提取率为指标, 对酶辅助提取中影响总黄酮提取效果的主要因素( 如酶解时间, 温度, pH, 酶料比等) 进行研究。结

果: 通过单因素试验和正交试验,得出纤维素酶发酵液酶解银杏叶的最佳条件为:发酵液以酶料比 15∶1加入银杏干粉中,在 pH

5.0、温度 50 ℃下,酶解处理 3 h, 该条件下的银杏黄酮提取率达到了 1. 33% ,比常规醇提法提高了 18. 75% ,与纯酶辅助提取率

相近。结论:内生青霉菌发酵液辅助法是提取银杏总黄酮的有效方法。
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Application of a Cellulose-producing Endophytic Penicillium sp. G-6
on Extraction of Total Flavonoids from Ginkgo biloba
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[ Abstract]  Objective: To study the application of the crude cellulase in the culture of endophytic

Penicillium sp. G-6 to total flavonoids extraction from leaves of Ginkgo biloba. Method: The process was studied by

single factor analysis and orthogonal design L9 ( 3
4
) with the extraction rate of total flavonoids as comprehensive

index, and the effect of the ratio of dry G. biloba leaves to crude enzymatic extracts, temperature, time, and pH value

on extraction rate were also studied. Result: The extraction rate of total flavonoids was 1. 33% , increased by 18. 75%

than that in regular extraction process, under the condition that dry G. biloba leaves were incubated with crude

enzymatic extracts with 15∶1 ( pH 5. 0) at 50 ℃ for 3 h. Conclusion: The results presented a practical method of

cellulase-assistant extraction process on total flavonoids in leaves of Ginkgo biloba.
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  中药成分复杂且有效成分含量低, 如何快速有

效地从中药中提取、分离和纯化微量成分,并保持其

高活性,已成为开发中药的关键工序。传统的提取

分离方法包括煎煮法、浸渍法、渗滤法、回流法等
[ 1] ,

这些方法存在有效成分损失大、提取率低、生产周期

长、易污染环境等众多问题。随着中药现代化的发

展,许多新技术如微波
[ 2]
、超声波

[ 3]
、酶工程

[ 4 ]
和超

临界技术
[ 5 ]
等迅速涌现,并取得了显著成效。尤其

是酶工程技术
[ 6 , 7 ]
具有反应特异性高、高效、反应条

件温和易于控制等优点, 这使其具有更大的应用价

值。目前用于酶法提取的酶种类主要有纤维素酶、

果胶酶等
[ 7 -9 ]

,而其中以纤维素酶最为常用。

植物内生真菌是指生活史的一部分能侵染并定

殖在植物组织器官中,宿主无明显感染症状的一类

真菌
[ 1 0]
。它们在和植物长期共存和进化过程中建

立了一种共生关系
[ 11 ]
。史央等比较了大戟科 4 种

药用植物内生真菌的纤维素酶、漆酶和多酚氧化酶

的活性,发现茎内的真菌漆酶活性和多酚氧化酶活
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性普遍比叶内真菌高;重阳木内生真菌的漆酶及多

酚氧化酶活性比乌桕、大戟和泽漆的内生真菌高,且

不同植物以及同一植物不同部位的内生真菌的胞外

酶活性存在较大差异
[ 12 ]
。肖春玲等从重阳木茎内

皮中筛选得到 5 株具有降解纤维素能力的内生真

菌,据初步鉴定这 5 株菌株分属于球拟酵母属

( Torulopsis sp. ) 、黑曲霉属( Aspergillus sp. ) 和毕赤酵

母属( Pichia sp. )
[ 13]
。金波等从槲寄生中分离得到

的拟茎点霉属( Phomopsis sp. ) 内生真菌具有较高的

纤维素酶活性, 其羧甲基纤维素钠酶活为 5. 2 U

mL - 1 ,滤纸酶活为 0. 33 U mL - 1 ,β-葡萄糖苷酶活为

0. 67 U mL - 1 [ 14]
。这些研究都表明:生活在植物内

部的内生真菌具有降解一部分植物木质素和纤维素

的能力,具有较高的果胶酶、木聚糖酶、纤维素酶和

多酚氧化酶活性。

植物细胞壁是由纤维素、半纤维素、果胶质、木

质素等物质构成的致密结构。选用纤维素酶作用于

药用植物材料,可以破坏细胞壁的致密构造,从而有

利于有效成分的溶出,提高药用成分的提取率
[ 15]
。

银杏( Ginkgo biloba L. ) 为银杏科银杏属多年生落叶

乔木,是我国丰富的经济植物资源,其果实、叶均可

药用。银杏叶中的黄酮类化合物是其重要的生理活

性物质,不但具有消除自由基抗氧化活性,而且有扩

张血管、抗炎、镇痛、调血脂、抗衰老,增强免疫力等

多种药理作用
[ 16 ]
。已有文献报道运用纤维素酶辅

助提取银杏黄酮类化合物,吴梅林等在纤维素酶质

量浓度 0. 40 g L
- 1

,温度 50 ℃, pH 4. 5 条件下酶解

原料 2 h,再用 70%乙醇 70 ℃下提取,银杏总黄酮得

率较传统工艺提高了 18. 92%
[ 17 ]
。丁兴红等应用纤

维素酶处理银杏叶提取银杏叶总黄酮, 得率提高了

54. 93%
[ 1 8]
。然而这些研究围绕的都是纯酶辅助提

取,从生产成本和处理条件上都限制了银杏黄酮酶

法提取的大规模工业化生产。本文利用筛选的高产

纤维素酶内生青霉菌的发酵液辅助提取银杏黄酮类

化合物,初步提出了利用内生真菌纤维素酶辅助中

药提取的有效方法。

1 材料

银杏叶收集自苏州大学独墅湖校区,经苏州大

学药学院生药学实验室刘春宇教授鉴定为银杏

( Gingkgo biloba L. ) 叶,清洗晾干后粉碎成 40 目的

干粉备用。槲皮素、山奈酚、异鼠李素对照品 ( 中国

固体制剂制造技术国家工程研究中心, 纯度≥

98% ) ,纤维素酶 ( 国药集团化学试剂有限公司,

15 000 U g
- 1

,批号 F20090831) ,甲醇( 色谱纯, Tedia

Company,批号 907900) ,其他试剂均为国产分析纯。

PYX-DHS-40X50-S-Ⅱ型恒温培养箱( 太仓市试验

设备厂) ; HZQ-X100型恒温振荡培养箱 ( 上海跃进医

疗器械厂) ; AG电子分析天平( 德国 Sartorius公司) ;

LC-20A高效液相色谱仪(日本 Shimadzu公司)。

2 方法

2.1 银杏内生菌的分离、纯化及筛选  银杏

( Gingkgo biloba L. ) 枝条采自苏州大学独墅湖校区,

经 75%酒精及 0. 1%升汞消毒后,无菌条件下切成 1

cm左右的小段,纵剖为二,剖面向下紧贴于培养基

上, 28 ℃培养多天至菌落生成。菌落在新 PDA板上

传代多次,直至获得纯培养物。以羧甲基纤维素钠

为底物,采用刚果红染色法
[ 19]

,粗筛出 4 株产纤维

素酶内生菌。将有脱色圈的菌株挑出, 接种于马铃

薯液体培养基中振荡培养 5 d后,采用羧甲基纤维

素钠盐法测定酶活,以每 min生成 1 μmol 葡萄糖所

需的酶量为一个酶活性单位 ( U) [ 20]
。复筛获得具

有较高纤维素酶活性( 5. 35 U·mL - 1 ) 的内生青霉菌

( Penicillium sp. G-6)。菌种保藏在苏州大学药学院

真菌资源与菌种保藏室。

2.2 培养基  菌种分离采用 PDA培养基: 马铃薯

20% ,葡萄糖 2% , 琼脂 1% , pH自然。纤维素酶初

筛采用羧甲基纤维素钠 ( CMC-Na) 培养基: CMC-Na

1% ,蛋白胨 0. 5% ,酵母膏 0. 05% , KH2 PO4 0. 15% ,

MgSO4 0. 02% , NaCl 0. 05% , 琼脂 1% , pH 7. 0
[ 19]
。

发酵培养基采用综合马铃薯培养基:马铃薯 20% ,

葡萄糖 2% ,琼脂 2% , KH2 PO40. 3% , MgSO4 0. 15% ,

维生素 B1 10 mg·L
- 1

,酵母膏 0. 5%
[ 21]
。

2.3 培养条件  活化菌种: 将青霉菌 ( Penicillium

sp. G-6) 接种于 PDA平板上活化, 28 ℃培养 5 d。

摇床发酵:培养基为综合马铃薯培养基,装液量

为每 500 mL摇瓶装液 300 mL,接种量为 5% ,摇床

转速为 150 r·min - 1 ,温度为 28 ℃,恒温振荡培养 7

d后,抽滤离心所得发酵液 4 ℃保存备用。

2.4 银杏叶中总黄酮的含量测定

2.4.1 色谱条件 银杏总黄酮含量测定采用 HPLC

外标法定量。色谱柱 Agilent C18柱 ( 4. 6 mm ×250

mm, 5 μm) ; 流动相甲醇-0. 4% 磷酸溶液 59∶41;流

速 1. 0 mL min
- 1

;柱温 30 ℃;进样量 20 μL;检测波

长 360 nm。
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2.4.2 标准曲线的制备  精密称取银杏黄酮各对

照品,分别配制成 1 g·L
- 1
对照品储备液。精密吸取

各对照品储备液,依次稀释成 50, 100, 200, 400, 800

mg·L
- 1
溶液, 用 0. 45 μm微孔滤膜过滤, 进样量为

20 μL,每一浓度进样 3 次。以各对照品含量 ( μg)

对峰面积进行回归,得标准曲线方程。

2.4.3 精密度试验  取质量浓度为 100 mg·L
- 1
的

各对照品溶液,重复进样 6 次,每次 20 μL,测定峰面

积值,考察仪器精密度。

2.4.4 稳定性试验 精密吸取同一份供试品,间隔

3 h进样 1 次,每次进样 20 μL,重复 6 次,测定峰面

积并计算总黄酮含量,考察供试品的稳定性。

2.4.5 重复性试验  任选同一批银杏干粉按照供

试品项下方法平行制备 6 份供试品,依法测定,计算

总黄酮含量,考察此测定方法的重复性。

图 1 银杏黄酮对照品 ( A) 常规提取供试品 ( B) 和酶法提取供试品 ( C) 的 HPLC

1. 槲皮素 ; 2 .山奈酚 ; 3 .异鼠李素

2.4.6 加样回收率试验  平行制备供试品溶液 6

份,各取 100 μL,分别加入甲醇 100 μL、黄酮标准品

100 μL,混匀,进样测定。

2.4.7 供试品的制备  精密称取银杏干粉 5 g,置

索氏提取器中,加 70%乙醇 50 ℃回流提取 2 h,抽滤

后提取液加等体积石油醚萃取 3 次,至石油醚相呈

无色,弃石油醚相,滤液再加等体积乙酸乙酯萃取 3

～5 次,合并乙酸乙酯相,室温下挥干溶剂后用 1 mL

甲醇( 色谱纯) 溶解,再加入 25%盐酸 0. 2 mL, 80 ℃

加热回流 60 min, 放冷, 0. 45 μm微孔滤膜过滤,作

为供试品待测。

银杏总黄酮含量 =槲皮素含量 +山奈酚含量 +异鼠李

素含量

2.5 纤维素酶发酵液辅助提取银杏黄酮的条件优

化 内生青霉菌发酵液, 经5 000 r·min - 1
离心 10

min,上清液即为纤维素酶粗提液,测定酶活后 - 80

℃保存,使用前测酶活。准确称取银杏干粉 3 份,每

份 5 g,在应用纤维素酶粗提液处理银杏干粉时,选

择不同的处理时间、温度、pH及酶料比( 发酵液量 /

投料量, mL·g - 1) ,分别研究各提取条件对总黄酮提

取率的影响。根据单因素的试验结果,选取 L9 ( 34 )

正交试验设计, 因素与水平见表 1, 并进行极差分

析。
表 1 内生菌纤维素酶辅助总黄酮提取正交试验因素水平表

水平
A

温度 /℃

B

pH

C

酶解时间 / h

D

酶料比 /mL·g - 1

1 40 4 1 10∶1

2 50 5 2 15∶1

3 60 6 3 20∶1

2.6 酶法提取银杏黄酮的验证性试验 我们设计

了 3 组试验比较,分别为纤维素酶发酵液处理组、纯

纤维素酶处理组及未加酶处理对照组。未加酶处理

对照组:称取干燥银杏干粉 50 g,加入 500 mL 70%

乙醇, 50 ℃加热浸提 3 h,抽滤,浸提液先石油醚脱

脂至无色,再用乙酸乙酯萃取 3 次,合并萃取液,减

压旋转至 50 mL, 室温下挥干即为供试品。纯纤维

素酶处理组:称取干燥银杏干粉 50 g,按酶料比 15∶1

加入 pH 5. 0 的柠檬酸缓冲液,再加入纤维素酶 0. 15

g, 50 ℃条件下, 酶解处理 3 h。纤维素酶发酵液处

理组:称取干燥银杏干粉 50 g,按酶料比 15∶1加入纤

维素酶发酵液,在 pH 5. 0、温度 50 ℃下,酶解处理 3

h。

3 结果与讨论

3.1 银杏叶中总黄酮的测定  本实验采用 HPLC

外标法测定银杏总黄酮的含量。如图 1 所示, 在上

述色谱条件下,分别取对照品溶液及供试品溶液进

样测定,得到槲皮素、山奈酚、异鼠李素等 3 种对照

品的特征峰,与杂质峰分离良好,无干扰。各对照品

量( μg) 对峰面积回归标准曲线方程分别为: Y = 130

116X + 32 006( R2 = 0. 999 1) ; Y = 158 352X + 24 376( R2 =

0. 999 6) ; Y = 93 273X + 87 252( R2 = 0. 999 3)。结果表明,
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槲皮素、山奈酚、异鼠李素都在 2. 5 ～40 μg 与峰面

积线性关系良好。精密度试验结果显示各对照品峰

面积积分值的 RSD分别为 1. 21% , 2. 15% , 1. 02%

( n =6) ,表明仪器精密度良好。稳定性试验结果表

明银杏黄酮提取液供试品中各成分 RSD 分别为

1. 17% , 0. 64% , 1. 82% ( n = 6) ,表明供试品溶液在

18 h内稳定。重复性试验结果显示黄酮提取液供试

品中各成分 RSD分别为 1. 18% , 3. 44% , 0. 47% ( n

= 6) 。加样回收率试验中黄酮提取液供试品平均回

收率分别为 102. 12% , 105. 72% , 96. 52% , RSD分别

为 1. 27% , 0. 73% , 2. 29% ( n =6) 。

3.2 产纤维素酶内生菌发酵液辅助提取条件

3.2.1 纤维素酶法提取的单因素试验  当应用 75

mL内生青霉菌粗酶液处理 5 g银杏干粉,在 50 ℃,

pH 3 ～7 的条件下,酶解 3 h后,银杏总黄酮提取率

相比未加酶对照组提高了 7. 13% ～28. 7% , 最佳酶

解 pH为 5. 0( 图 2) 。加酶处理时,酶解温度( 30 ～

70 ℃) ,酶解时间( 1 ～5 h) 和酶料比( 10∶1 ～30∶1)

单一因子变化对银杏总黄酮提取率影响不显著。

图 2 酶解 pH( A ) ,时间 ( B) ,温度 ( C )及加酶量 ( D)

对纤维素酶作用下总黄酮提取率的影响

3.2.2 纤维素酶法提取的正交试验  我们进一步

采用正交试验,分析各因子对提取率的影响。结果

表明(表 2) : 4 个影响因子对银杏黄酮提取率的影响

程度为 pH >加酶量 >酶解温度 >酶解时间。由表 3

可知,因素 B有显著性差异,说明 pH对银杏黄酮的

提取率有较大的影响,因此只能选择在正交试验中

有最大 K值的水平;因素 A、C、D均无显著性差异,

说明酶解温度、酶解时间、加酶量在正交设计的 4 水

平内对银杏黄酮的提取率无显著性影响,结合单因

素试验,最后确定酶法提取银杏黄酮的最佳工艺条

件为 A2B2 C3 D2 ,即酶解温度 50 ℃、pH 5. 0、酶料比

15∶1、酶解时间 3 h。

3.3 纤维素酶法提取银杏黄酮的验证试验  由表

4可知酶法提取率明显高于常规醇提法, 而发酵液

辅助提取的提取率与纯酶相当。
表 2 内生菌纤维素酶辅助总黄酮提取正交试验结果

A B C D 提取率 /%

1 40 4 2 20 1. 13

2 50 4 1 10 1. 15

3 60 4 3 15 1. 19

4 40 5 1 15 1. 29

5 50 5 3 20 1. 29

6 60 5 2 10 1. 18

7 40 6 3 10 1. 20

8 50 6 2 15 1. 30

9 60 6 1 20 1. 21

K1 3. 620 3. 470 3. 650 3. 530

K2 3. 740 3. 760 3. 610 3. 780

K3 3. 580 3. 710 3. 680 3. 630

R 0. 053 0. 097 0. 023 0. 083

表 3 正交试验提取率方差分析

来源 SS f MS F P

A 0. 005 2 0. 002 3 5. 622

B 0. 016 2 0. 008 0 19. 486 < 0. 05

C 0. 001 2 0. 000 4 1. 000

D 0. 011 2 0. 005 3 12. 838

误差 0. 001 2 0. 000 4

总和 0. 032 8

  F0. 05 ( 2 , 2) = 19, F0. 01 ( 2, 2) = 99

表 4 不同提取方法的比较 ( 珋x±s, n = 3 )

提取方法 投料量 /g 总黄酮 /g 提取率 / %

常规醇提 50 0. 56 ±0. 03 1. 12 ±0. 01

纤维素酶发酵液 50 0. 67 ±0. 02 1. 33 ±0. 02

纯酶 50 0. 66 ±0. 05 1. 32 ±0. 01

4 结论

本文在银杏黄酮常规提取过程中应用产纤维素

酶内生菌发酵液预处理样品,通过单因素试验和正

交试验,优化了提取条件:发酵液以酶料比 15∶1加

入银杏干粉中,在 pH 5. 0、温度 50 ℃下,酶解处理 3

h,该条件下的银杏黄酮提取率达到了 1. 33% ,比常

规醇提法提高了 18. 75% , 与纯酶辅助提取基本相

当。我们曾应用内生镰刀菌漆酶辅助提取槐米总黄

酮,总黄酮提取率达 11. 4% , 比常规提取法提高了

28. 7%
[ 22 ]
。吴鹏等用植物来源复合酶 ( 含纤维素
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酶、α-鼠李糖苷酶、α-淀粉酶等, CMC酶活 1. 0 ×10 6

U g
- 1

) 提取银杏叶黄酮,总黄酮提取率比传统方法

提高了 55. 76% [ 23 ]
。孙萍等应用纤维素酶和果胶酶

辅助提取沙枣黄酮,黄酮提取率比普通的超声辅助

法提高了 32. 3% [ 24 ]
。然而这些研究大都应用纯酶

辅助提取,从生产成本和处理条件上都限制了银杏

黄酮酶法辅助提取的大规模工业化生产。内生菌粗

酶液的应用相对于纯酶成本进一步降低,而且工业

生产中粗酶液的大规模发酵获得也较容易实现,所

以使用微生物发酵产酶提取中药材是一个切实可行

的新方法,其工业前景十分广阔,值得进一步开发研

究。
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