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摘要:为了优化金缕梅多酚提取工艺及美白功效ꎬ采用酶辅助法和响应面法优化金缕梅多酚提取工艺ꎬ并检测金缕梅多酚

对酪氨酸酶活性及黑色素合成的影响ꎮ 结果表明ꎬ金缕梅多酚提取最优工艺为:纤维素质量分数为 ２􀆰 ５％、酶解温度为 ３８℃、酶
解时间为 ８５ ｍｉｎ、料液比为 １ ∶２１、乙醇体积分数为 ４０％ꎬ该条件下金缕梅多酚提取率达到 ６２􀆰 １６ ｍｇ / ｇꎮ 金缕梅多酚具有良好的

抑制酪氨酸酶活性及黑色素生成的功效ꎬ具备潜在的美白功效ꎮ
关键词:金缕梅ꎻ多酚ꎻ酶辅助提取ꎻ响应面分析ꎻ美白
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　 　 金缕梅(Ｈａｍａｍｅｌｉｓ ｍｏｌｌｉｓ Ｏｌｉｖｅｒ)又称牛踏果、
木里香ꎬ是金缕梅科、金缕梅属落叶小乔木或灌木ꎮ
花瓣多为金黄色ꎬ呈放射状盛开ꎬ具有观赏价值ꎮ 野

生金缕梅多生长于山坡、溪谷ꎬ花期能够从冬季过渡

到春季ꎬ耐寒力强ꎬ对土壤要求不高ꎬ能够在中性、酸
性土壤中生长ꎮ 金缕梅分布于我国四川、湖北、安
徽、浙江、江西、湖南、广西等地ꎬ最早记载于«新华

本草纲要»ꎬ主治劳伤乏力、性味甘平ꎬ有益气补中的

功效ꎮ 研究表明ꎬ金缕梅内含山柰酚、槲皮素、紫云英

甙等成分ꎬ具有抗氧化[１－２]、抗炎[３－５]、美白[６－７]、抑
菌[８]等多种功效ꎮ 迄今为止ꎬ金缕梅多酚的提取工

艺主要集中在浸提法、回流提取法和超声辅助提取

法[６－７ꎬ９]ꎮ 由于酚羟基的存在ꎬ致使多酚物质化学稳

定性差且生物利用度低ꎬ导致在行业发展受到极大

限制ꎮ 因此寻找合适的提取方法来提高多酚的生产

率有着重要意义ꎮ
笔者采用酶辅助法提高金缕梅多酚提取率ꎬ考

察纤维素浓度、酶解温度、酶解时间、料液比、乙醇体

积分数等单因素对提取率的影响ꎬ通过响应面综合

优化提取工艺ꎬ并对所制备的提取物进行体外美白

功效的初步研究ꎮ

１　 仪器与材料

１􀆰 １　 仪器

ＱＵＩＮＴＩＸ３５－１ＣＮ 电子天平ꎬ德国赛多利斯公司

生产ꎻ数控超声波清洗器ꎬ昆山禾创超声仪器有限公
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司生产ꎻＳＬ－１００ 高速多功能粉碎机ꎬ永康市松青五金

厂生产ꎻ旋转蒸发仪ꎬ郑州长城科工贸有限公司生产ꎻ
水浴锅ꎬ天津市泰斯特仪器有限公司生产ꎻ细胞计数

仪ꎬ美国 ＢＩＯ－ＲＡＤ 公司生产ꎻＭＸ－Ｓ 可调式混匀仪ꎬ
大龙兴创实验仪器(北京)股份公司生产ꎻＩＮＦＩＮＩＴＥ－
Ｆ５０ 酶标仪ꎬ瑞士 ＴＥＣＡＮ 公司生产ꎻＳＣＩＥＮＴＺ－５０Ｆ 冷

冻干燥机ꎬ宁波新芝生物科技公司生产ꎮ
１􀆰 ２　 材料

乙醇、乙酸乙酯、石油醚、ＮａＯＨꎬ北京化工厂生

产ꎻ碳酸钠ꎬ天津市光复科技发展有限公司生产ꎻ福
林酚、没食子酸、纤维素酶ꎬ大连美仑生物技术有限

公司生产ꎻ纯净水ꎬ娃哈哈饮料有限公司生产ꎻＴｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００ꎬ北京雷根生物技术有限公司生产ꎻＣＣＫ８、Ｌ－
ＤＯＰＡꎬ北京索莱宝科技有限公司生产ꎻ０􀆰 ２５％胰酶、青
霉素、链霉素、胎牛血清、ＰＢＳ 磷酸盐缓冲液、ＲＰＭＩ－
１６４０ 培养基ꎬ北京中生奥邦生物科技有限公司生产ꎮ

２　 实验方法

２􀆰 １　 总多酚检测

标准曲线的测定:采用福林酚比色法ꎮ 配制质

量浓度分别为 ０、４、８、１２、２０、４０、６０、８０、１００ ｍｇ / Ｌ 的

没食子酸标准溶液ꎬ分别取上述各溶液 １００ μＬꎬ加
入 ２５０ μＬ 的福林酚试剂ꎬ混匀后反应 ５ ｍｉｎꎬ加
２５０ μＬ １５％碳酸钠溶液ꎬ加水定容至 １ ｍＬꎬ４０℃恒

温水浴避光反应 １ ｈꎬ冷却静置 ２０ ｍｉｎ 后于 ７７８ ｎｍ
处测定吸光值ꎮ

样品金缕梅多酚含量测定:样品稀释相应的倍

数ꎬ取各溶液 １００ μＬꎬ其余步骤与标准曲线的测定

方法相同ꎮ
２􀆰 ２　 金缕梅不同溶剂提取物的制备

取粉碎好的金缕梅药材过 ６０ 目筛ꎬ每份称取

２０ ｇꎬ分别用水、乙醇、６０％乙醇、乙酸乙酯、石油醚

等 ５ 种极性不同的溶剂对金缕梅活效成分进行提

取ꎬ按照料液比 １ ∶２０(Ｍ / Ｖ)的比例分别加入不同极

性的浸提溶剂ꎬ超声 ３０ ｍｉｎꎬ室温浸提 ２４ ｈꎮ 过滤得

上清液ꎬ所得残渣在同样条件下重复再提 １ 次ꎮ 弃

残渣ꎬ收集上清液用相应溶剂定容到 ８００ ｍＬꎬ密封

低温保存备用ꎮ 取其中 １０ ｍＬ 用于多酚检测ꎬ剩余

溶液在旋转蒸发仪上浓缩至膏状ꎬ并进行冻干获得

金缕梅提取物ꎮ
２􀆰 ３　 单因素实验

称取过 ６０ 目筛的金缕梅粉末 ５ ｇꎬ加入一定体

积分数的乙醇溶液ꎬ于 ２４０ Ｗ 功率下超声处理

１０ ｍｉｎꎮ 分别考察纤维素酶(０􀆰 ５％、１％、１􀆰 ５％、２％、

２􀆰 ５％、３％、３􀆰 ５％)、酶解温度(３５、４０、４５、５０、５５、６０、
６５℃)、酶解时间(３０、４０、５０、６０、９０ ｍｉｎ)、乙醇体积

分数 ( ２０％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％)、料液比

(１ ∶１０、１ ∶１５、１ ∶２０、１ ∶２５、１ ∶３０、１ ∶３５、１ ∶４０)对金缕梅

多酚提取率的影响ꎮ
２􀆰 ４　 响应面实验

基于 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 实验设计原理ꎬ在单因素实

验基础上对金缕梅多酚进行 ３ 因素 ３ 水平实验设

计ꎬ并运用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １２ 软件拟合数据优化金缕

梅多酚提取工艺ꎮ 以金缕梅多酚提取率为评价指

标ꎬ设定金缕梅质量为 ５􀆰 ０ ｇꎬ纤维素酶质量分数为

２􀆰 ５％ꎬ以酶解温度(Ａ)、酶解时间(Ｂ)和料液比(Ｃ)
为考察因素对提取金缕梅多酚进行优化ꎮ 因素与水

平如表 １ 所示ꎮ
表 １　 响应面设计要素与水平

水平
酶解温度(Ａ) /

℃
酶解时间(Ｂ) /

ｍｉｎ

料液比(Ｃ) /

(ｇ􀅰ｍＬ－１)
－１ ２０ ６０ １ ∶１０

０ ３５ ７５ １ ∶２０

１ ５０ ９０ １ ∶３０

２􀆰 ５　 金缕梅多酚美白功效研究

２􀆰 ５􀆰 １　 金缕梅多酚对 Ｂ１６ 细胞活力的影响

采用 ＣＣＫ８ 法检测金缕梅多酚对 Ｂ１６ 黑色素瘤

细胞活力的影响ꎬ分为空白组、对照组、实验组ꎮ 除

空白组外ꎬ于 ９６ 孔板以 ６ ０００ 细胞 /孔接种对数生

长期的 Ｂ１６ 细胞ꎬ培养过夜使细胞完全贴壁ꎮ 空白

组、对照组更换新鲜的 ＲＰＭＩ－１６４０ 培养液ꎬ样品组

加入含有不同质量浓度的金缕梅多酚的新鲜培养

基ꎬ继续培养 ２４ ｈꎮ 每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶液ꎬ
３７℃反应 １５０ ｍｉｎꎬ然后利用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长

下测定每孔 ＯＤ 值ꎮ 每组设置 ６ 个平行复孔ꎬ计算

细胞存活率(％):
细胞存活率(％) ＝ [(实验组 ＯＤ － 空白组 ＯＤ) /

(对照组 ＯＤ － 空白组 ＯＤ)] × １００％ (１)
２􀆰 ５􀆰 ２　 金缕梅多酚对酪氨酸酶活性的影响

胰酶消化对数生长期的 Ｂ１６ 黑色素瘤细胞ꎬ以
２ ０００ 细胞 /孔接种于 ９６ 孔板中ꎬ分为对照组和实验

组培养过夜使细胞完全贴壁ꎮ 对照组加入新鲜的

ＲＰＭＩ－１６４０ 培养液ꎬ实验组加入不同浓度的金缕梅

多酚培养液继续培养 ７２ ｈꎮ 弃上清ꎬ用预冷 ＰＢＳ 缓

冲溶液清洗 ２ 次ꎬ每孔加入 ９０ μＬ 体积分数为 １％的

Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 的 ＰＢＳ 溶液ꎬ超声 ５ ｍｉｎ 破碎细胞ꎬ每
孔继续加入 １０ μＬ 的 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｌ－ＤＯＰＡꎬ３７℃反

应 ４０ ｍｉｎꎮ 利用酶标仪在 ４９０ ｎｍ 波长下测定每孔
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ＯＤ 值ꎬ计算细胞相对酪氨酸酶活性(％):
细胞相对酪氨酸酶活性(％) ＝

(ＯＤ 实验组 / ＯＤ 对照组) × １００％ (２)

２􀆰 ５􀆰 ３　 金缕梅多酚对黑色素含量的影响

胰酶消化对数生长期的 Ｂ１６ 黑色素瘤细胞ꎬ以
８０ ０００ 细胞 /孔接种于 ６ 孔板中ꎬ分为对照组和实验

组ꎬ培养过夜使细胞完全贴壁ꎮ 对照组更换新鲜的

ＲＰＭＩ－１６４０ 培养液ꎬ实验组加入不同质量浓度的金

缕梅多酚培养液ꎬ继续培养 ７２ ｈꎮ 弃去上清液ꎬ用预

冷 ＰＢＳ 缓冲液清洗ꎬ胰酶消化细胞后加入新鲜培养

基终止消化ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ将细胞收集到

新的 ＥＰ 管内ꎮ 重悬细胞并计算细胞个数ꎬ再次离

心弃上清液ꎬ向沉淀中加入 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 溶液ꎬ
８０℃水浴加热反应 ３０ ｍｉｎꎮ 利用酶标仪在 ４９０ ｎｍ
波长下测定每孔 ＯＤ 值ꎬ计算细胞相对黑色素含

量(％):
细胞相对黑色素含量(％) ＝ [(ＯＤ实验组 / 实验组细胞数) /

(ＯＤ 对照组 / 对照组细胞数)] × １００％ (３)

３　 实验结果

３􀆰 １　 不同溶剂对金缕梅多酚提取率的测定

不同溶剂对金缕梅多酚的提取率存在显著差

异ꎬ结果表 ２ 所示ꎮ
表 ２　 不同溶剂提取金缕梅多酚含量测定

溶剂 提取率 / (ｍｇ􀅰ｇ－１) ＳＤ 值

水 ３５􀆰 ００ ２􀆰 ０８

６０％乙醇 ４５􀆰 ２９ ７􀆰 ７８

无水乙醇 ４１􀆰 ４５ ０􀆰 ５８

乙酸乙酯 １３􀆰 ８７ ４􀆰 ２４

石油醚 ０􀆰 ９８ １􀆰 ７３

从表 ２ 中可以看出ꎬ５ 种不同极性溶剂中金缕梅

多酚在 ６０％乙醇中的提取率最高ꎬ达到 ４５􀆰 ２９ ｍｇ / ｇꎬ
金缕梅水提物和无水乙醇提取物提取率有所下降ꎬ
分别为 ３５􀆰 ００ ｍｇ / ｇ 和 ４１􀆰 ４５ ｍｇ / ｇꎮ 在乙酸乙酯溶

剂中金缕梅多酚溶出率只有 １３􀆰 ８７ ｍｇ / ｇꎬ石油醚中

金缕梅多酚提取率为 ０􀆰 ９８ ｍｇ / ｇꎬ几乎没有提取效

果ꎮ 根据多酚提取率且考虑到金缕梅多酚药用安全

性ꎬ采用醇水混合物作为提取溶剂更有利于提高金

缕梅多酚的提取ꎮ
３􀆰 ２　 单因素实验

３􀆰 ２􀆰 １　 纤维素酶质量分数对金缕梅多酚提取率的

影响

纤维素酶质量分数对金缕梅多酚提取率的影响

如图 １ 所示ꎮ

图 １　 纤维素酶质量分数对金缕梅多酚

提取率的影响

由图 １ 中可以看出ꎬ随着纤维素酶质量分数的
增加ꎬ金缕梅多酚提取率也随之提高ꎬ在纤维素酶质
量分数为 ２􀆰 ５％时达到最高ꎬ之后随着纤维素酶质
量分数的增加反而减少ꎮ 说明在一定范围内ꎬ适量
增加纤维素酶的用量破环了植物细胞壁结构ꎬ有利
于金缕梅多酚的溶出ꎬ但纤维素酶质量分数增大的
同时也存在着增大溶剂黏度的问题ꎬ反而堵塞植物
金缕梅多酚溶出通道ꎬ降低多酚的提取率ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ２　 酶解温度对金缕梅多酚提取率的影响

酶解温度对金缕梅多酚提取率的影响如图 ２
所示ꎮ

图 ２　 酶解温度对金缕梅多酚提取率的影响

由图 ２ 中可以看出ꎬ酶解提取金缕梅多酚在
３５℃时提取率达到最高点ꎬ之后随酶解温度的上升
提取率反而逐渐下降ꎬ最后趋于稳定ꎮ 这是由于过
高的温度会引起酶活性发生改变ꎬ同时提高温度会
使酚类物质解离ꎬ从而降低金缕梅多酚的提取率ꎮ
由此可以看出ꎬ选择合适的温度有利于维持酶的活
力ꎬ增加多酚的溶出率ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ３　 酶解时间对金缕梅多酚提取率的影响

酶解时间对金缕梅多酚提取率的影响如图 ３
所示ꎮ

图 ３　 酶解时间对金缕梅多酚提取率的影响

􀅰９３１􀅰
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由图 ３ 中可以看出ꎬ在 ３０~７５ ｍｉｎ 内ꎬ随着纤维

素酶的酶解作用时间的增加ꎬ金缕梅多酚提取效果

不断提高ꎬ有利于多酚提取ꎬ在 ７５ ｍｉｎ 达到最高点

６１􀆰 ６６ ｍｇ / ｇꎬ之后随着处理时间的增加反而减少ꎮ
说明在一定范围内ꎬ适量增加纤维素酶作用时间可

以提取更多的金缕梅多酚ꎬ但是酶解时间为 ７５ ｍｉｎ
时ꎬ由于酶活性的降低以及金缕梅多酚的自身不稳

定性反而不利于提取ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ４　 乙醇体积分数对金缕梅多酚提取率的影响

乙醇体积分数对金缕梅多酚提取率的影响如

图 ４ 所示ꎮ

图 ４　 乙醇体积分数对金缕梅多酚提取率的影响

由图 ４ 中可以看出ꎬ随着乙醇体积分数的增加

金缕梅多酚提取量显著增加ꎬ在乙醇体积分数为

４０％时达到最大值 ５４􀆰 ６７ ｍｇ / ｇꎬ当乙醇体积分数继

续增加时金缕梅总酚提取率没有明显的变化ꎬ考虑

经济因素ꎬ最终选择 ４０％的乙醇体积分数进行金缕

梅多酚的提取ꎮ
３􀆰 ２􀆰 ５　 料液比对金缕梅多酚提取率的影响

料液比对金缕梅多酚提取率的影响如图 ５
所示ꎮ

图 ５　 料液比对金缕梅多酚提取率的影响

由图 ５ 中可以看出ꎬ料液比为 １ ∶１０ 时不利于金

缕梅多酚与溶剂充分接触ꎬ料液比为 １ ∶２０ 时金缕梅

总酚提取率达到最大值ꎮ 在 １ ∶２０ ~ １ ∶５０ 料液比范

围内ꎬ多酚提取率呈现大幅度的下降ꎬ之后趋于平

稳ꎮ 在料液比较低时ꎬ在金缕梅药材和溶剂之间金

缕梅多酚存在较大的浓度差ꎬ有利于酚的溶出ꎮ 但

是随着溶剂的增多ꎬ在反应温度、反应时间不变的情

况下ꎬ溶剂的热负荷增大ꎬ导致在有限的温度和时间

下使得金缕梅多酚提取不完全ꎬ同时料液比的增大ꎬ
造成杂质的溶出ꎬ进一步降低多酚的提取率ꎮ
３􀆰 ３　 响应面实验

３􀆰 ３􀆰 １　 金缕梅多酚提取模型建立及方差分析

在单因素的实验基础上ꎬ利用 Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ 实

验设计原理并利用 Ｄｅｓｉｇｎ Ｅｘｐｅｒｔ １２ 软件进行数据

分析ꎬ以多酚提取率为响应值ꎬ考察酶解温度(Ａ)、
酶解时间(Ｂ)和料液比(Ｃ)的响应面设计和方差分

析结果ꎬ如表 ３、表 ４ 所示ꎮ
表 ３　 响应面分析结果

序号
酶解温度

(Ａ)
酶解时间

(Ｂ)
料液比

(Ｃ)

总酚质量分数 /

(ｍｇ􀅰ｇ－１)

１ ０ １ １ ５１􀆰 ３０

２ －１ －１ ０ ６３􀆰 ２１

３ １ ０ －１ ５１􀆰 ２０

４ ０ ０ ０ ６２􀆰 ５６

５ ０ ０ ０ ６３􀆰 １０

６ １ ０ １ ５３􀆰 ８３

７ ０ ０ ０ ６４􀆰 ５８

８ ０ －１ －１ ４８􀆰 ８６

９ －１ ０ －１ ５０􀆰 ６３

１０ －１ ０ １ ５４􀆰 ３７

１１ ０ ０ ０ ６３􀆰 ８６

１２ ０ －１ １ ５１􀆰 ７８

１３ ０ ０ ０ ６２􀆰 ７８

１４ ０ １ －１ ４８􀆰 １４

１５ １ １ ０ ６０􀆰 ０８

１６ －１ １ ０ ６３􀆰 ５７

１７ １ －１ ０ ６１􀆰 ２０

表 ４　 响应面方差分析结果

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ６０１􀆰 ８３ ９ ６６􀆰 ８７ ７０􀆰 ５６ <０􀆰 ０００１

酶解温度(Ａ) ３􀆰 ７３ １ ３􀆰 ７３ ３􀆰 ９４ ０􀆰 ０８７６

酶解时间(Ｂ) ０􀆰 ４７９９ １ ０􀆰 ４７９９ ０􀆰 ５０６４ ０􀆰 ４９９７

料液比(Ｃ) １９􀆰 ３５ １ １９􀆰 ３５ ２０􀆰 ４２ ０􀆰 ００２７

ＡＢ ０􀆰 ５４３２ １ ０􀆰 ５４３２ ０􀆰 ５７３２ ０􀆰 ４７３７

ＡＣ ０􀆰 ３１０６ １ ０􀆰 ３１０６ ０􀆰 ３２７７ ０􀆰 ５８４９

ＢＣ ０􀆰 ０１３７ １ ０􀆰 ０１３７ ０􀆰 ０１４４ ０􀆰 ９０７８

Ａ２ １􀆰 ３３ １ １􀆰 ３３ １􀆰 ４ ０􀆰 ２７４７

Ｂ２ １５􀆰 ５７ １ １５􀆰 ５７ １６􀆰 ４３ ０􀆰 ００４９

Ｃ２ ５５０􀆰 ３４ １ ５５０􀆰 ３４ ５８０􀆰 ６９ <０􀆰 ０００１

残差 ６􀆰 ６３ ７ ０􀆰 ９４７７ 　 　

失拟项 ３􀆰 ８７ ３ １􀆰 ２９ １􀆰 ８７ ０􀆰 ２７６２

纯误差 ２􀆰 ７７ ４ ０􀆰 ６９１３ 　 　

总误差 ６０８􀆰 ４６ １６ 　 　 　

􀅰０４１􀅰
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　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ １２􀆰 ０ 软件对响应面数据及

方差分析进行二次拟合ꎬ得到金缕梅多酚提取回归

方程: Ｙ ＝ ６３􀆰 ３８ － ０􀆰 ６８３ １Ａ － ０􀆰 ２４４ ９Ｂ ＋ １􀆰 ５６Ｃ －
０􀆰 ３６８ ５ＡＢ－ ０􀆰 ２７８ ６ＡＣ ＋ ０􀆰 ０５８ ４ＢＣ ＋ ０􀆰 ５６２ ２Ａ２ －

１􀆰 ９２Ｂ２－１１􀆰 ４３Ｃ２ꎮ
由表 ４ 方差分析可知ꎬ所建方程模型 Ｐ<０􀆰 ０００ １ꎬ

极显著ꎬ失拟项 Ｐ ＝ ０􀆰 ２７６ ２>０􀆰 ０５ꎬ说明不显著ꎬ实
验数据与模型拟合度较好ꎮ 模型相关系数 Ｒ２ ＝
０􀆰 ９８９ １ꎬＲ２

ａｄｊ ＝ ０􀆰 ９７５ １ꎬ表明实验值与预测值相关度

高ꎬ金缕梅多酚提取率同各变量之间的回归系数显

著ꎬ代表成功建立模型ꎬ可以用来预测和分析变量对

金缕梅多酚提取率的影响ꎮ 由 Ｆ 值可知ꎬ各因素影

响主次顺序为料液比>酶解温度>酶解时间ꎮ
３􀆰 ３􀆰 ２　 金缕梅多酚提取响应面分析图

用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ １２􀆰 ０ 软件分析各因素之间交

互作用得到响应面图如图 ６ 所示ꎮ 结合响应面坡度

陡峭变化发现ꎬ料液比对金缕梅多酚提取量影响更

为显著ꎬ其次是酶解时间和酶解温度ꎬ同方差分析结

果吻合ꎮ

(ａ)酶解时间与酶解温度对金缕梅多酚提取率影响的响应面图

(ｂ)酶解时间与酶解温度对金缕梅多酚提取率影响的等高线图

(ｃ)料液比与酶解温度对金缕梅多酚提取率影响的响应面图

(ｄ)料液比与酶解温度对金缕梅多酚提取率影响的等高线图

(ｅ)料液比与酶解时间对金缕梅多酚提取率影响的响应面图

(ｆ)料液比与酶解时间对金缕梅多酚提取率影响的等高线图

图 ６　 因素间相互作用对金缕梅多酚提取率影响的

响应面图及等高线图

３􀆰 ３􀆰 ３　 响应面优化实验验证结果

为验证模型的准确性ꎬ经 Ｄｅｓｉｇｎ －Ｅｘｐｅｒｔ １２􀆰 ０
分析模拟最优工艺条件为:酶解温度为 ３７􀆰 ９８８℃、
酶解时间为 ８５􀆰 １２０ ｍｉｎ、料液比为 １ ∶２１􀆰 ０７３ꎮ 考虑

实验的可操作性与准确性ꎬ选取纤维素质量分数为

２􀆰 ５％、酶解温度为 ３８℃、酶解时间为 ８５ ｍｉｎ、料液比

为 １ ∶２１、乙醇体积分数为 ４０％最佳工艺条件下进行

验证实验ꎬ平行重复实验 ３ 次ꎮ 实验结果表明ꎬ金缕

梅多酚提取率为 ６２􀆰 １６ ｍｇ / ｇꎬ同预测值 ６０􀆰 ３５ ｍｇ / ｇ
相近ꎬ说明该模型符合实际ꎬ具有参考价值ꎮ
３􀆰 ４　 金缕梅多酚美白功效研究

３􀆰 ４􀆰 １　 金缕梅多酚对 Ｂ１６ 细胞活力的影响

为验证金缕梅多酚对细胞正常生长的影响ꎬ通
过 ＣＣＫ－８ 方法检测金缕梅多酚对 Ｂ１６ 细胞存活率

的影响ꎬ结果如表 ５ 所示ꎮ
由表 ５ 中可以看出ꎬ在金缕梅多酚质量浓度为

６􀆰 ２５~７５ μｇ / ｍＬ 情况下ꎬＢ１６ 细胞存活率均在 ９５％
以上ꎬ说明在此质量浓度区间下ꎬ金缕梅药物对细胞

􀅰１４１􀅰
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　 　 　 　 　 　 　表 ５　 金缕梅多酚对 Ｂ１６ 细胞活力的影响

质量浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) 细胞存活率 / ％ ＳＤ 值

ｃｏｎｔｒｏｌ １００􀆰 ００ ３􀆰 ８９

６􀆰 ２５ １００􀆰 ５２ １０􀆰 ９３

１２􀆰 ５ １０２􀆰 １５ ９􀆰 １８

２５ １０１􀆰 １６ ８􀆰 ７９

５０ １０３􀆰 ５６ ８􀆰 １８

７５ １０１􀆰 ６７ ９􀆰 ２３

１００ ８８􀆰 １３ １􀆰 ８３

１２５ ８９􀆰 ４８ ７􀆰 ２９

没有毒性作用ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ２　 金缕梅多酚对酪氨酸酶活性的影响

酪氨酸酶是细胞合成黑色素过程中的关键催化

酶ꎬ为合成黑色素中主要限速酶ꎬ抑制酪氨酸酶的活

性可有效减少黑色素的合成ꎮ 金缕梅多酚质量浓度

对酪氨酸酶活性的影响如表 ６ 所示ꎮ
表 ６　 金缕梅多酚对酪氨酸酶活性的影响

质量浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) 相对酪氨酸酶活性 / ％ ＳＤ 值 显著性

ｃｏｎｔｒｏｌ １００􀆰 ００ ６􀆰 ３６ 　

１０ ９０􀆰 ２２ ７􀆰 １８ ∗

２５ ８４􀆰 ２９ ３􀆰 ７２ ∗∗∗

５０ ６４􀆰 ３８ １􀆰 ９１ ∗∗∗∗

　 　 注:∗Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ∗∗∗Ｐ<０􀆰 ００１ꎬ∗∗∗∗Ｐ<０􀆰 ０００ １ꎬｖｓ.Ｃｏｎｔｒｏｌꎮ

从表 ６ 中可以看出ꎬ随着金缕梅多酚质量浓度

的增加ꎬ相对酪氨酸酶活性越低ꎬ对细胞酪氨酸酶活

性抑制作用就越强ꎬ与空白组差异具有显著性(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ
３􀆰 ４􀆰 ３　 金缕梅多酚对黑色素含量的影响

表皮细胞黑色素含量的多少直接影响肤色ꎬ黑
色素含量是表征美白效果重要指标之一ꎮ 金缕梅多

酚对 Ｂ１６ 胞内黑色素含量的影响如表 ７ 所示ꎮ
表 ７　 金缕梅多酚对黑色素含量的影响

质量浓度 / (μｇ􀅰ｍＬ－１) 相对黑色素含量 / ％ ＳＤ 值 显著性

ｃｏｎｔｒｏｌ １００􀆰 ００ ５􀆰 ２８ 　

２ ７６􀆰 ４５ ０􀆰 ５２ ∗∗∗∗

６ ６５􀆰 ９６ ０􀆰 ５５ ∗∗∗∗

１０ ５５􀆰 ０９ １􀆰 ３６ ∗∗∗∗

　 　 注:∗∗∗∗Ｐ<０􀆰 ０００ １ꎬｖｓ.Ｃｏｎｔｒｏｌꎮ

从表 ７ 中可以看出ꎬ金缕梅多酚抑制黑色素合

成浓度区间与酪氨酸酶活性具有一定的差异ꎬ这是

由于该药物除了抑制酪氨酸酶活性外ꎬ还同时存在

其他的机制影响ꎮ 实验结果表明ꎬ不同质量浓度金

缕梅多酚能显著降低 Ｂ１６ 细胞胞内黑色素含量ꎬ差
异极显著(Ｐ<０􀆰 ０００ １)ꎻ不同质量浓度作用细胞ꎬ黑
色素含量逐渐下降ꎬ呈现剂量依赖性ꎮ 尤其当金缕

梅多酚质量浓度为 １０ μｇ / ｍＬ 时ꎬ相对黑色素含量

达到 ５０％左右ꎬ证明金缕梅多酚具有很好的美白

效果ꎮ

４　 结论

以多酚为检测指标ꎬ利用 ５ 种不同溶剂提取金

缕梅多酚ꎬ实验结果表明体积分数 ６０％的乙醇提取

效果最好ꎬ达到 ４５􀆰 ２９ ｍｇ / ｇꎮ 通过单因素和 Ｂｏｘ－
Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法得出酶辅助提取金缕梅多酚的最

佳工艺条件为:纤维素质量分数为 ２􀆰 ５％、酶解温度

为 ３８℃、酶解时间为 ８５ ｍｉｎ、料液比为 １ ∶２１、乙醇体

积分数为 ４０％ꎬ该条件下金缕梅多酚提取率达到

６２􀆰 １６ ｍｇ / ｇꎮ 黑色素形成过程主要限速酶是酪氨酸

酶ꎬ其含量与皮肤颜色密切相关ꎬ研究发现金缕梅多

酚能够有效抑制酪氨酸酶活性且减少黑色素的合

成ꎬ证明其具有潜在的美白功效ꎬ为金缕梅的后续开

发提供了新的方向和思路ꎮ
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