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摘要：采用单因素试验和响应面法对油梨粕中总黄酮的提取工艺进行优化，并研究其抑制α－葡萄
糖苷酶活性作用。结果表明：油梨粕总黄酮最佳提取工艺条件为提取温度６５℃、提取时间２７ｍｉｎ、
乙醇体积分数６０％、液料比３０∶１、提取次数１次，此条件下油梨粕总黄酮得率可达９．２５％；油梨粕
总黄酮提取物具有较好的抑制α－葡萄糖苷酶活性作用。
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　　油梨（ＰｅｒｓｅａａｍｅｒｉｃａｎａＭｉｌｌ．），又名牛油果、鳄
梨、酪梨等，原产于中美洲、墨西哥热带湿润地区或热

带高原，是一种木本油料树种［１］。研究表明，油梨具

有良好的抗病毒、抗氧化、保肝等生物活性，富含多种

天然活性成分，包括萜类、黄酮、生物碱、甾体、类胡萝

卜素、高级脂肪酸及衍生物等［２－５］。油梨中的黄酮类

物质具有一定的降糖作用，可有效阻碍葡萄糖扩散以

及抑制α－葡萄糖苷酶活性［６－７］，可作为绿色、天然

降血糖食品。近年来，油梨的开发多集中于油梨油提

取，其副产物油梨粕未得到充分利用。目前，关于油

梨粕的研究少见报道［８］，对油梨粕中黄酮类物质的提

取研究和生物利用亦鲜见报道。

本文以油梨果肉脱脂后的油梨粕为研究对象，

对油梨粕中的黄酮类物质进行提取，通过响应面

法［９－１０］获得油梨粕中总黄酮的最佳提取工艺条件。

初步研究油梨粕中总黄酮提取物抑制 α－葡萄糖苷
酶活性作用，以期为油梨的深入开发和资源利用提

供理论指导。
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１　材料与方法
１．１　试验材料

油梨粕（将油梨鲜果洗净去籽，干燥至恒重后

粉碎过筛。加石油醚脱脂后得油梨粕，烘干至恒重

备用）；芦丁对照品（中国食品药品检定研究院）；

α－葡萄糖苷酶，４－硝基苯－α－Ｄ－吡喃葡萄糖苷
（ＰＮＰＧ），阿卡波糖（美国 Ｓｉｇｍａ试剂公司）；其他试
剂均为分析纯。

ＦＹ１３０型中药粉碎机，ＤＺＦ－６０２０型恒温鼓风
干燥箱，１５１０型酶标仪（美国赛默飞世尔科技有限
公司），ＵＶ－４８０２Ｓ型紫外可见分光光度仪（尤尼柯
仪器有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　芦丁标准曲线绘制

精密称取芦丁对照品１０ｍｇ，用７０％乙醇溶解
后定容至５０ｍＬ，即得质量浓度为０．２００ｍｇ／ｍＬ芦
丁标准溶液。精密吸取芦丁标准溶液０．００、１．００、
２．００、３．００、４．００、５．００、６．００ｍＬ，分别移入２５ｍＬ容
量瓶中，各加入７０％乙醇溶液至１０ｍＬ，继续分别加
入５％ ＮａＮＯ２溶液１．００ｍＬ，摇匀后静置６ｍｉｎ，再
各加入１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３溶液１．００ｍＬ，摇匀后静置
６ｍｉｎ。最后分别加入１．０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液１０ｍＬ，
加蒸馏水定容至刻度，静置１５ｍｉｎ。以不添加芦丁
对照品为空白，在波长５１０ｎｍ处测量吸光度Ａ。以
芦丁溶液质量浓度 ｃ为横坐标，以吸光度 Ａ为纵坐
标，得标准曲线方程为Ａ＝０．１０１２ｃ＋０．２２５８，Ｒ２＝
０．９９３２。
１．２．２　油梨粕总黄酮的提取

准确称取１．０ｇ脱脂干燥后的油梨粕，以乙醇
为溶剂，在圆底烧瓶中进行恒温浸提。抽滤取滤液，

即得待测样品。按照１．２．１方法，吸取适量提取液
测定吸光度，根据１．２．１所得标准曲线方程计算总
黄酮 质 量 浓 度，按 下 式 计 算 油 梨 粕 总 黄 酮

得率［１１－１２］。

总黄酮得率＝Ｃ×Ｖｍ ×１００％

式中：Ｃ为油梨粕提取液中总黄酮质量浓度，
ｍｇ／ｍＬ；Ｖ为提取液体积，ｍＬ；ｍ为油梨粕质量，ｇ。
１．２．３　油梨粕总黄酮提取物抑制 α－葡萄糖苷酶
活性试验［１３－１４］

在９６孔板中，将磷酸缓冲液（ｐＨ６．８）５０μＬ、
α－葡萄糖苷酶溶液（酶活力０．２Ｕ／ｍＬ）１０μＬ和
待测样品溶液５０μＬ混合，于３７℃反应１５ｍｉｎ，之
后加入ＰＮＰＧ溶液（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２０μＬ，于３７℃反
应１５ｍｉｎ。最后加入 Ｎａ２ＣＯ３溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ）８０

μＬ终止反应。在波长４０５ｎｍ处测量吸光度 Ａ。以
阿卡波糖为阳性对照，并按下式计算酶活性抑制率。

酶活性抑制率＝
Ａ１－Ａ２
Ａ３－Ａ４

×１００％

式中：Ａ１为样品＋缓冲液的吸光度；Ａ２为样品＋
缓冲液＋α－葡萄糖苷酶的吸光度；Ａ３为α－葡萄糖
苷酶＋缓冲液的吸光度；Ａ４为空白组（缓冲液）吸
光度。

２　结果与分析
２．１　单因素试验
２．１．１　提取温度对油梨粕总黄酮得率的影响

称取５份１．０ｇ的油梨粕，按照液料比３０∶１，各
加入７０％乙醇３０ｍＬ，分别在３０、４０、５０、６０、７０℃水
浴提取２０ｍｉｎ，抽滤后即得总黄酮提取液，平行试验
３次取平均值。考察提取温度对油梨粕中总黄酮得
率的影响，结果见图１。

图１　提取温度对油梨粕总黄酮得率的影响

　　由图１可知，在提取温度３０～６０℃时，提取温
度升高可增加总黄酮得率，在６０℃时总黄酮得率
达到最高，随后总黄酮得率降低。升高温度，导致

黄酮类物质溶出速度加快，因此黄酮溶解度增大。

然而，过高的温度会导致黄酮类物质的水解或相

互转化，反而造成黄酮得率降低［１５］。因此，在响应

面试验中选取 ５０、６０、７０℃作为提取温度的 ３个
水平。

２．１．２　提取时间对油梨粕总黄酮得率的影响
称取５份１．０ｇ的油梨粕，按照液料比３０∶１，各

加入７０％乙醇３０ｍＬ，分别在６０℃水浴提取１０、２０、
３０、４０、５０ｍｉｎ，抽滤后即得总黄酮提取液，平行试验
３次取平均值。考察提取时间对油梨粕总黄酮得率
的影响，结果见图２。

由图２可知，随着提取时间的延长，总黄酮得率
呈现先增加后降低的趋势。提取时间为２０ｍｉｎ时
总黄酮得率最高，为９．２０％。分析其原因，可能是
提取时间过长导致黄酮类物质发生水解，造成总黄

酮得率有所降低。因此，在响应面试验中选取１０、
２０、３０ｍｉｎ作为提取时间的３个水平。
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图２　提取时间对油梨粕总黄酮得率的影响

２．１．３　乙醇体积分数对油梨粕总黄酮得率的影响
称取５份１．０ｇ的油梨粕，按照液料比３０∶１，加

入体积分数分别为４０％、５０％、６０％、７０％、８０％的
乙醇溶液３０ｍＬ，在６０℃水浴提取２０ｍｉｎ，抽滤后即
得总黄酮提取液，平行试验３次取平均值。考察乙
醇体积分数对油梨粕总黄酮得率的影响，结果见

图３。

图３　乙醇体积分数对油梨粕总黄酮得率的影响

　　由图３可知，当乙醇体积分数小于７０％时，油
梨粕总黄酮得率随乙醇体积分数的增大呈现增加

趋势。当乙醇体积分数继续增大时，油梨粕总黄

酮得率反而下降。可能的原因是由于黄酮类物质

是一类极性范围较大的物质，不同结构的黄酮极

性和溶解性有较大差异。在体积分数为７０％的乙
醇溶液中，黄酮类物质能够最大限度地溶出。而

当乙醇体积分数继续增大时，水溶性黄酮溶出量

降低，从而出现总黄酮得率下降的现象。因此，在

响应面试验中选取６０％、７０％、８０％作为乙醇体积
分数的３个水平。
２．１．４　液料比对油梨粕总黄酮得率的影响

称取５份１．０ｇ的油梨粕，分别加入７０％的乙
醇溶液 １０、２０、３０、４０、５０ｍＬ，在 ６０℃水浴提取 ２０
ｍｉｎ，抽滤后即得总黄酮提取液，平行试验３次取平
均值。考察液料比对油梨粕总黄酮得率的影响，结

果见图４。
由图４可知，油梨粕总黄酮得率随液料比的增

大而增加，但是当液料比达到３０∶１后，总黄酮得率
基本保持不变。因此，考虑到提取的充分性，固定液

料比为３０∶１。

图４　液料比对油梨粕总黄酮得率的影响

２．１．５　提取次数对油梨粕总黄酮得率的影响
称取５份１．０ｇ的油梨粕，按照液料比３０∶１，加

入７０％的乙醇溶液 ３０ｍＬ，在 ６０℃水浴提取 ２０
ｍｉｎ，分别提取１、２、３、４次，合并滤液浓缩，即得总黄
酮提取液，平行试验３次取平均值。考察提取次数
对油梨粕总黄酮得率的影响，结果见图５。

图５　提取次数对油梨粕总黄酮得率的影响

　　由图５可知，随着提取次数的增加，油梨粕总黄
酮得率增加不明显。在提取１次后，油梨粕中的总
黄酮基本已充分溶出。为节省成本，确定提取次数

为１次。
２．２　响应面试验

通过单因素试验结果，固定液料比３０∶１、提取
次数１次，选取对油梨粕总黄酮得率影响较大的提
取温度、提取时间和乙醇体积分数３个因素为自变
量，以油梨粕总黄酮得率为因变量，采用响应面分析

法，应用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件，进行三因素三
水平试验。响应面试验因素与水平见表１，响应面
试验设计及结果见表２，分差分析见表３。

表１　响应面试验因素与水平

水平
Ａ提取
温度／℃

Ｂ提取
时间／ｍｉｎ

Ｃ乙醇体
积分数／％

－１ ５０ １０ ６０
０ ６０ ２０ ７０
１ ７０ ３０ ８０

　　采用Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６软件对表２结果进
行响应面回归分析，得拟合方程：Ｙ＝９．０６－０．１１Ａ＋
０．４８Ｂ＋０．１８Ｃ＋０．８２ＡＢ－０．４４ＡＣ－０．７３ＢＣ－
０９０Ａ２－１．２０Ｂ２－０．０７５Ｃ２。
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表２　响应面试验设计及结果

试验号 　Ａ 　Ｂ 　Ｃ 总黄酮得率（Ｙ）／％
１ １ １ ０ ７．９９
２ －１ １ ０ ６．７０
３ ０ ０ ０ ９．２１
４ ０ ０ ０ ９．１７
５ １ －１ ０ ５．５８
６ ０ １ －１ ８．９７
７ １ ０ －１ ８．２３
８ －１ ０ １ ８．８１
９ ０ －１ －１ ６．３８
１０ １ ０ １ ７．８５
１１ ０ １ １ ７．７４
１２ －１ ０ －１ ７．４４
１３ ０ ０ ０ ８．９４
１４ ０ ０ ０ ８．９６
１５ ０ －１ １ ８．０５
１６ －１ －１ ０ ７．５６
１７ ０ ０ ０ ９．０２

　　由表３可知，３个因素对总黄酮得率的影响程

度为Ｂ＞Ｃ＞Ａ；模型Ｆ＝６９．９４，Ｐ＜０．０００１，表明该
回归模型极显著；Ｒ２Ａｄｊ＝０．９７４７，信噪比为 ２７．１２６
（远大于４），可知回归方程可信度很高；失拟项Ｐ＝
０．１５５３＞０．０５，表明失拟不显著，模型拟合度较高，
能够很好地对油梨粕总黄酮得率进行预测。模型的

一次项中，Ａ对总黄酮得率不具显著性差异，Ｂ、Ｃ对
总黄酮得率具极显著性和显著性差异；模型的二次

项中，Ａ２、Ｂ２对总黄酮得率的影响极显著，而 Ｃ２不
具显著性差异，说明３个影响因素之间不是简单的
线性关系；交互项中，ＡＢ、ＡＣ、ＢＣ均具极显著性差
异，表明３个因素之间的相互影响较大。

根据多元回归方程作响应面三维分析，结果显

示，当提取时间约２７ｍｉｎ、提取温度约６５℃时，油梨
粕总黄酮得率达到最大值，之后在最大值波动。当

提取温度约６５℃、乙醇体积分数为６０％时，总黄酮
得率达到最大值，之后在最大值波动。当提取时间

约２７ｍｉｎ、乙醇体积分数为６０％时总黄酮得率达到
最大值，之后在最大值波动。

表３　方差分析

方差来源 平方和 　自由度 　均方 Ｆ Ｐ 显著性

模型 １７．８８ ９ １．９９ ６９．９４ ＜０．０００１ 极显著

Ａ ０．０９ １ ０．０９ ３．２５ ０．１１４２ 不显著

Ｂ １．８３ １ １．８３ ６４．５６ ＜０．０００１ 极显著

Ｃ ０．２６ １ ０．２６ ９．００ ０．０１９９ 显著

ＡＢ ２．６７ １ ２．６７ ９４．１２ ＜０．０００１ 极显著

ＡＣ ０．７７ １ ０．７７ ２６．９６ ０．００１３ 极显著

ＢＣ ２．１０ １ ２．１０ ７４．０２ ＜０．０００１ 极显著

Ａ２ ３．４３ １ ３．４３ １２０．７４ ＜０．０００１ 极显著

Ｂ２ ６．０６ １ ６．０６ ２１３．４６ ＜０．０００１ 极显著

Ｃ２ ０．０２ １ ０．０２ ０．８３ ０．３９１５ 不显著

残差 ０．２０ ７ ０．０３
失拟项 ０．１４ ３ ０．０５ ３．０４ ０．１５５３ 不显著

纯误差 ０．０６ ４ ０．０１
总计 １８．０８ １６

　　优化多元回归方程得模型最大值，即提取温
度６５．６８℃、提取时间 ２７．３９ｍｉｎ、乙醇体积分数
６０％ 时，油梨粕总黄酮得率达到最大值，为
９２８％。从实际操作的角度考虑，对响应面回归
拟合所得的最佳条件进行修正，确定最佳提取工

艺条件为提取温度６５℃、提取时间２７ｍｉｎ、乙醇体
积分数６０％。

为验证响应面法所得结果的可靠性，根据上述

修正后优化条件进行油梨粕中总黄酮提取试验，重

复进行３次平行试验，得油梨粕总黄酮平均得率为
９．２５％（ＲＳＤ为 １．１２％），与模型所得理论预测值

９．２８％非常接近，说明该模型可靠有效。
２．３　油梨粕总黄酮提取物对 α－葡萄糖苷酶的活
性抑制作用

不同质量浓度油梨粕总黄酮提取物对 α－葡萄
糖苷酶的活性抑制作用如图６所示。

由图６可知，油梨粕总黄酮提取物对 α－葡萄
糖苷酶具有一定的活性抑制作用，并且随着油梨粕

总黄酮提取物质量浓度的增大，对 α－葡萄糖苷酶
活性抑制作用也随之增强。同时，相较于阿卡波糖，

油梨粕总黄酮提取物对α－葡萄糖苷酶的活性抑制
作用较差。
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图６　油梨粕总黄酮提取物对α－葡萄糖苷酶的
活性抑制作用

３　结　论
以油梨果肉脱脂后的油梨粕为研究对象，对油梨

粕中的黄酮类物质进行提取，通过响应面法优化得到

油梨粕总黄酮最佳提取工艺条件为：提取温度６５℃，
提取时间２７ｍｉｎ，乙醇体积分数６０％，液料比３０∶１，提
取次数１次。在最佳提取工艺条件下，总黄酮平均得
率为９．２５％。油梨粕总黄酮提取物具有较好的抑制
α－葡萄糖苷酶活性作用。黄酮类成分具有抗衰老、
抗癌、降血糖等多种药理作用，是油梨中所含的一类

重要的活性成分。研究油梨粕总黄酮的最佳提取条

件，以及其抑制α－葡萄糖苷酶活性作用，为深入研
究其黄酮成分的降血糖作用提供一定的基础，对于油

梨的深度开发和资源利用具有重要的基础意义。
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