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正交试验优选甘草酸的复合酶法提取工艺

龙佳朋 1，2＊，陈振斌 1，2 #，刘晓娇 1，2，杜雪岩 1，2（1.兰州理工大学材料科学与工程学院，兰州 730050；2.甘肃省有色
金属新材料省部共建国家重点实验室，兰州 730050）

中图分类号 R284.2；R283 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2014）07-0626-04

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2014.07.17

摘 要 目的：优选复合酶法提取甘草酸的工艺条件。方法：在单因素试验基础上，以甘草酸提取率为指标，采用正交试验以酶解

pH、酶解时间、酶的用量和酶解温度为考察因素优选酶解工艺；采用单因素试验考察浸提工艺中料液比、浸提次数、浸提时间、浸

提液pH、浸提温度、乙醇体积分数、氨水体积分数对甘草酸提取率的影响；再采用正交试验以酶解温度、酶的用量、浸提时间、浸提

液pH、浸提温度、乙醇体积分数、氨水体积分数为考察因素优选复合酶法提取工艺。结果：优选的提取工艺为40g甘草粉末加入

250 ml复合酶，40 ℃下进行酶解，在按料液比为1 ∶20（m/m）加入70％乙醇，溶剂中氨水的体积分数为0.6％，调pH为8，浸提1.5 h，

在45 ℃下浸提3次（溶剂体积比为5 ∶ 5 ∶ 4）。在该工艺条件下，甘草酸提取率可达85.02％。结论：所选工艺操作简单、节约能源，

且提取率高，可用于甘草酸的提取。
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Optimization of Composite Enzymatic Extraction Technology of Glycyrrhizic Acid by Orthogonal Test
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ABSTRACT OBJECTIVE：To optimize composite enzymatic extraction technology of glycyrrhizic acid. METHODS：The enzy-

molysis technology was optimized by orthogonal test with pH value，enzymolysis time，amount of enzyme and enzymolysis temper-

ature as factors，using the extraction rate of glycyrrhizic acid as index；the effects of ratio of drug to liquid，soaking extraction

times，soaking extraction time，pH value，soaking extraction temperature，volume fraction of ethanol and ammonia water on the ex-

traction rate of glycyrrhizic acid were investigated by single factor test；the composite enzymatic extraction technology was opti-

mized by orthogonal test using enzymolysis temperature，amount of enzyme，soaking extraction time，pH value，soaking extraction

temperature，volume fraction of ethanol and ammonia water as factors. RESULTS：The optimal extraction conditions were as fol-

lows：Liquiritia glycyrrhiza powder 40 g added into composite enzyme 250 ml，hydrolysis temperature of 40 ℃，adding 70％ etha-

nol according to ratio of drug to liquid 1 ∶ 20（m/m），volume fraction of ammonia water of 0.6％，extracting for 1.5 h，pH value of

8，extracting for 3 times（5 ∶ 5 ∶ 4）. The extraction rate of glycyrrhizic acid was 85.02％ under the condition. CONCLUSIONS：The

technology is characterized with simplicity，energy saving and high extraction rate，and can be used for the extraction of glycyrrhi-

zic acid.
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甘草，别名甜根子、美草、蜜草，为豆科植物，是乌拉尔甘

草、黄甘草、胀果甘草、光果甘草等的总称[1]，其药用部位是根

及根茎。1977年版《中国药典》（一部）正式将甘草作为药用植

物收载。甘草的主要成分是甘草酸。目前，甘草酸已广泛应
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用于医药、食品和化妆品行业，主要取其抗炎、抗病毒、保肝解
毒及增强免疫功能等作用 [2]。近年来，其还用于治疗各种急
慢性肝炎、肝纤维化、支气管炎和艾滋病等疾病 [3-5]。甘草酸
的提取工艺较多，但每种方法各有利弊。传统的水提法提取
率太低，且产品易于霉变，去除杂质的过程中夹带了甘草酸，

损失较大；单纯的氨提取易造成较大污染；而现代微波和超声
提取能耗大，浪费能源[6-7] ，虽然氨性醇提取是目前常用的方
法，但提取率不高[8]。而复合酶法具有操作方便、节约能源、环
保，且提取率高等优点，故笔者拟采用复合酶法提取甘草酸，

以甘草酸的提取率为指标对工艺进行优化。

1 材料
1.1 仪器

Hitachi L-2400高效液相色谱（HPLC）仪（日本日立公司）；

CP225D天平（德国赛多利斯集团）；HH-1电热恒温水浴锅（北
京科伟永兴仪器有限公司）；pHS-3C pH计（上海雷磁仪器厂）；

KQ5200B 超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）；

DZF-6050真空干燥箱（上海森信实验仪器有限公司）。

1.2 药材与试剂

甘草，购于甘肃省庄浪县药材公司提供，由兰州理工大学
陈振斌教授鉴定为真品，晾干后用高速万能机粉碎，过 60目
筛，烘干，备用；甘草酸对照品（西安融升生物科技有限公司，

纯度：98％）；果胶酶（酶活力≥100万U，湖州礼来生物技术有
限公司）；纤维素酶（酶活力≥140万U，宁夏夏盛实业集团有
限公司）；氢氧化钠、无水乙醇（分析纯，烟台市双双化工有限
公司）；氨水（分析纯，白银良友化学试剂有限公司）。

2 方法与结果
2.1 甘草酸的含量测定

2.1.1 色谱条件 色谱柱：Kromasil C18柱（150 mm×4.6 mm，5

μm）[9]；流动相：甲醇-水（40 ∶ 60，V/V）；检测波长：254 nm；流
速：1.0 ml/min；进样量：20 μl；柱温：25 ℃。

2.1.2 标准曲线的制备 称取甘草酸对照品 0.5 g，用蒸馏水
溶解并定容至 250 ml量瓶中，即得甘草酸对照品溶液。移取
一定量上述对照品溶液，用蒸馏水稀释成质量浓度为 0.08、

0.16、0.24、0.32、0.4、0.56、0.72 mg/ml的溶液，并按上述色谱条
件测定。以峰面积积分值（y）为纵坐标，甘草酸质量浓度（x）为
横坐标，进行线性回归，得回归方程为y＝1.971 0×107 x+963 61

（r＝0.999 9）。结果表明，甘草酸质量浓度在 0～0.8 mg/ml范
围内与峰面积积分值呈良好线性关系。

2.1.3 供试品溶液的制备 称取 40 g甘草粉末，根据试验设
计先进行酶解反应，再进行浸取，提取液经减压过滤后，浓缩
至原溶液的1/5 ，静置过夜，抽滤，于真空干燥箱中烘干至恒质
量，按下式计算甘草酸质量浓度和甘草酸得率：甘草酸质量浓
度＝S1c0/S0、甘草酸提取率＝m1/m0×100％（式中，S1为提取液中
甘草酸的峰面积积分值，c0为对照品质量浓度，S0为对照品峰
面积积分值，m1为提取物中甘草酸的质量，m0为原料中甘草酸
的质量）。

2.2 复合酶法提取甘草酸的工艺流程

提取工艺分为酶解和浸提两部分。分别称取过60目筛的
甘草粉末 40 g，装入由 200目滤网制成的大小为 60 mm×100

mm的茶袋中，然后放入锥形瓶中，并向锥形瓶中添加一定量
的 pH4.5纤维素酶和果胶酶，在适宜的温度下酶解 2 h。然后
升高温度使复合酶失活。再向锥形瓶中加入一定量的溶剂，

水浴浸提3次，每次1.5 h，合并浸提液。提取液减压过滤后浓

缩至原溶液的1/5，静置过夜，抽滤，取一定量上清液，用HPLC

法测定甘草酸含量，再于真空干燥箱中烘干至恒质量，计算甘
草酸提取率。

2.3 酶解工艺的优选

2.3.1 酶解温度对甘草酸提取率的影响 设定复合酶的用量
为 250 ml，酶解时间为 2 h，酶解 pH4.5，考察酶解温度分别为
30、35、40、45、50、55 ℃时甘草酸提取率的变化。结果显示，甘
草 酸 提 取 率 分 别 为 22.63％ 、25.14％ 、25.49％ 、24.82％ 、

23.51％、20.77％，表明随着酶解温度的升高，甘草酸提取率先
升高后下降，当酶解温度为40 ℃时，甘草酸提取率最高，表明
已达到复合酶水解细胞壁的最佳温度；当升高到一定温度时，

酶蛋白开始受热变性，酶活性开始降低。

2.3.2 酶的用量对甘草酸提取率的影响 在其他酶解条件不
变的情况下，考察酶的用量分别为100、150、200、250、300、350

ml时甘草酸提取率的变化。结果显示，甘草酸提取率分别为
26.85％、37.43％、38.86％、46.74％、44.42％、42.99％，表明随
着复合酶用量的增加，甘草酸提取率先增加后降低，而复合酶
的用量选取250 ml为最佳。甘草酸提取率的变化也说明了复
合酶能起到破坏细胞破壁的作用。

2.3.3 正交试验优选酶解工艺 根据文献[10-11]和单因素试验
结果，选取酶解 pH（A）、酶解时间（B）、酶的用量（C）、酶解温
度（D）为考察因素，以甘草酸提取率为评价指标，采用L9（34）

正交表进行试验[12]。酶解工艺的因素与水平见表1；酶解工艺
的正交试验结果见表2；酶解工艺的方差分析结果见表3。

表1 酶解工艺的因素与水平

Tab 1 Factors and levels of enzymolysis technology

水平

1

2

3

因素
A

4

4.5

5

B，h

1.5

2.0

2.5

C，ml

200

250

300

D，℃
40

45

55

表2 酶解工艺的正交试验结果

Tab 2 Results of orthogonal test of enzymolysis technology

试验号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

K1

K2

K3

R

因素
A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

82.35

85.13

83.80

2.78

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

78.65

88.74

83.89

10.09

C

1

2

3

2

3

1

3

1

2

60.07

95.83

95.38

35.76

D

1

2

3

3

1

2

2

3

1

89.61

82.43

79.24

10.37

甘草酸提取率，％

19.80

32.69

29.86

29.19

35.86

20.08

29.66

20.19

33.95

由表2、表3可知，各因素对甘草酸提取率的影响大小依次
为 C＞D＞B＞A，其中因素 C对甘草酸提取率的影响有统计
学意义（P＜0.05）。最佳提取工艺为 A2B2C2D1，即酶的用量为
250 ml，酶解温度为40 ℃，酶解时间为2h，酶解pH为4.5。

2.4 单因素试验考察浸提工艺

2.4.1 料液比对甘草酸提取率的影响 设定提取温度为

45 ℃，氨水体积分数为 0.6％，乙醇体积分数为 70％，调 pH8，
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浸提3次，每次浸提时间为1.5 h，考察料液比（m/m）分别为1 ∶10、
1 ∶12、1 ∶14、1 ∶16、1 ∶18、1 ∶20时甘草酸提取率的变化。结果显

示，甘草酸提取率分别为 22.83％、30.59％、30.21％、30.30％、

30.64％、30.83％，表明在一定范围内，随着料液比的增加，甘

草酸提取率逐渐增加，当料液比达到1 ∶20时，甘草酸提取率仍

在增加，但变化不明显，考虑继续增大料液比成本会增加，故

选择料液比1 ∶20（m/m）为最佳。

2.4.2 浸提时间对甘草酸提取率的影响 在其他浸提条件不

变的情况下，考察浸提时间分别为 1、1.5、2、2.5、3、3.5 h时甘草

酸提取率的变化。结果显示，甘草酸提取率分别为 23.17％、

27.78％、25.92％、23.24％、22.72％、17.13％，表明在 1～1.5 h

内，随着浸提时间的延长，甘草酸的提取率逐渐增加，在 1.5 h

时，甘草酸提取率达到最大值。在1.5 h以后，随着浸提时间的

延长，甘草酸的提取率降低，故选择浸提时间为1.5 h。

2.4.3 浸提液 pH对甘草酸提取率的影响 在其他浸提条件

不变的情况下，考察浸提液pH分别为5、6、7、8、9、10时甘草酸

提取率的变化。结果显示，甘草酸提取率分别为 18.74％、

35.68％、37.47％、38.43％、36.80％、16.55％，表明随着浸提液

pH的升高，甘草酸提取率逐渐增加，当 pH8时，甘草酸提取率

达到最大值。而后随着 pH升高，甘草酸提取率逐渐下降，这

是因为 pH不但影响酶的活性，而且影响底物的解离状态，发

生平衡移动造成的。故选择浸提液的pH为8。

2.4.4 浸提次数对甘草酸提取率的影响 在其他浸提条件不

变的情况下，考察提取次数分别为1、2（提取溶剂比例为1 ∶1）、

3（5 ∶5 ∶4）、3（7 ∶4 ∶3）、3（6 ∶4 ∶4）、4（4 ∶4 ∶3 ∶3）、4（5 ∶3 ∶3 ∶3）次时

甘草酸提取率的变化。结果显示，甘草酸提取率分别为

33.49％、31.48％、36.0％、33.99％、30.82％、28.71％、28.11％，

表明浸提次数为3次（5 ∶5 ∶4）时，甘草酸提取率最高，这可能是

由于随着浸提次数的增加，提取液跟甘草的接触充分程度增

加，能够有效的破坏细胞壁，使存在于其中的甘草酸被有效提

取出来进入溶液引起的。故选择浸提次数为3次（5 ∶5 ∶4）。

2.4.5 浸提温度对甘草酸提取率的影响 在其他浸提条件不

变的情况下，考察浸提温度分别为25、35、45、55、65、75 ℃时甘

草酸提取率的变化。结果显示，甘草酸提取率分别为55.78％、

67.27％、70.21％、66.29％、48.12％、35.48％，表明随着温度的

升高，甘草酸提取率先升高再降低，当温度达到45 ℃时，甘草

酸提取率最大，说明此时溶剂能充分的将甘草中的甘草酸提

取出来；而温度过高，提取甘草酸的效果反而不好。故选择浸

提温度为45 ℃。

2.4.6 乙醇体积分数对甘草酸提取率的影响 在其他浸提条

件不变的情况下，考察乙醇体积分数分别为10％、20％、30％、

40％、50％、60％、70％、80％、90％时甘草酸提取率的变化。

结果显示，甘草酸提取率分别为 27.29％、31.68％、34.36％、

55.34％、62.41％、68.41％、78.50％、59.99％、51.70％，表明乙

醇体积分数较小时，因甘草酸在水中溶解度小，甘草酸提取率

变化不大；当乙醇体积分数＞30％时，甘草酸提取率随乙醇体

积分数的增大而迅速增加；当乙醇体积分数为70％时，甘草酸

提取率达到最大值，这是因为随着乙醇体积分数的增大，提取

液对植株的溶胀能力上升，对甘草酸的溶解能力增强，从而使

提取液中甘草酸的含量增加。故选择乙醇体积分数为70％。

2.4.7 氨水体积分数对甘草酸提取率的影响 在其他浸提条

件不变的情况下，考察氨水体积分数分别为 0.3％、0.4％、

0.5％、0.6％、0.7％、0.8％时甘草酸提取率的变化。结果显示，

甘草酸提取率分别为 78.97％、80.25％、82.95％、85.02％、

80.50％、79.13％，表明在溶剂中加入氨水，改变了甘草酸的电

离状态，氨水中的氨与甘草酸生成盐，增加了它的溶解度，从

而增加了甘草酸的水溶性。当氨水体积分数达0.6％以后，随

着氨水体积分数的增大，甘草酸的提取率逐渐降低，并有氨气

向外逸出，造成环境污染。故氨水的加入有利于甘草酸的提

取，但不宜过量，其体积分数以0.6％为宜。

2.5 正交试验优选复合酶法提取工艺[12]

准确称取干燥的甘草粉末（过 60目筛）40 g，根据单因素

试验结果，选取酶解温度（A）、酶的用量（B）、浸提时间（C）、浸

提液pH（D）、浸提温度（E）、乙醇体积分数（F）、氨水体积分数

（G）为考察因素，以甘草酸提取率为评价指标，采用 L18（37）

正交表进行试验，每个试验平行操作 3 份，滤过，合并滤液，

60 ℃下减压浓缩，并测定提取液中甘草酸提取率。复合酶法

提取工艺的因素与水平见表4；复合酶法提取工艺的正交试验

结果见表5；复合酶法提取工艺的方差分析结果见表6。

表4 复合酶法提取工艺的因素与水平

Tab 4 Factors and levels of composite enzymatic extraction

technology

水平

1

2

3

因素
A，℃

35

40

45

B，ml

200

250

300

C，h

1.0

1.5

2.0

D

7

8

9

E，℃
35

45

55

F，％
60

70

80

G，％
0.5

0.6

0.7

由表5、表6可知，各因素对甘草酸提取率的影响大小依次

为G＞E＞F＞A＞B＞D＞C，其中因素E、G对甘草酸提取率的

影响有统计学意义（P＜0.05）。根据测定结果并考虑省时、节

能、降低成本等因素，优选最佳提取工艺为 A2B2C2D2E2F2G2，即

酶解温度为40 ℃，复合酶的用量为250 ml，浸提时间为1.5 h，

浸提温度为45 ℃，乙醇体积分数为70 ％，浸提液pH为8，氨水

体积分数为0.6％。

2.6 工艺验证试验

取同一批甘草药材（过 60 目筛）3 份，每份40 g，分别按照

上述最佳工艺进行提取，并测定甘草酸提取率。结果显示，甘

草酸提取率分别为 85.01％、85.24％、85.56％，与正交试验最

表3 酶解工艺的方差分析结果

Tab 3 Analysis of variance of enzymolysis technology

误差来源
A

B

C

D

残差（e）

离差平方和
1.298

16.923

280.642

18.832

6.073

自由度
2

2

2

2

3

均方
0.649

8.461

140.321

9.416

F

0.11

1.39

46.21

1.55

2.02

P

＜0.01

注：F0.05（2，3）＝9.55；F0.01（2，3）＝30.80

note：F0.05（2，3）＝9.55；F0.01（2，3）＝30.80
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高值相当，表明优选的工艺稳定、可靠，且提取率较高。

表5 复合酶法提取工艺的正交试验结果

Tab 5 Results of orthogonal test of composite enzymatic

extraction technology

试验号
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

K1

K2

K3

R

A

1

1

1

2

2

2

3

3

3

1

1

1

2

2

2

3

3

3

497.24

499.24

496.16

3.08

B

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

1

2

3

496.4

498.73

497.51

2.33

C

1

2

3

1

2

3

2

3

1

3

1

2

2

3

1

3

1

2

497.82

497.94

496.88

1.06

D

1

2

3

2

3

1

1

2

3

3

1

2

3

1

2

2

3

1

497.28

498.52

496.84

1.68

E

1

2

3

2

3

1

3

1

2

2

3

1

1

2

3

3

1

2

493.29

502.81

496.54

9.52

F

1

2

3

3

1

2

2

3

1

2

3

1

3

1

2

1

2

3

499.17

500.73

492.74

7.99

G

1

2

3

3

1

2

3

1

2

1

2

3

2

3

1

2

3

1

492.22

503.55

496.87

11.33

甘草酸提取率，％
82.01

86.36

82.21

83.51

82.89

84.19

82.24

80.01

84.23

82.32

82.45

81.89

82.13

83.96

82.56

84.19

83.06

82.43

表6 复合酶法提取工艺的方差分析结果

Tab 6 Analysis of variance of composite enzymatic extrac-

tion technology

误差来源
A

B

C

D

E

F

G

残差（e）

离差平方和
0.814

0.452

0.112

0.252

7.805

5.978

10.811

0.725

自由度
2

2

2

2

2

2

2

9

均方
0.407

0.226

0.056

0.126

3.902

2.989

5.405

0.806

F

0.561

0.312

0.154

0.174

5.380

4.122

7.454

P

＜0.05

＜0.05

注：F0.05（2，9）＝4.26；F0.01（2，9）＝8.02

note：F0.05（2，9）＝4.26；F0.01（2，9）＝8.02

3 讨论
本试验采用复合酶法对甘草中甘草酸进行提取，结果表

明，加入纤维素酶和果胶酶可以降解植物细胞壁的纤维素和

细胞的果胶质，从而使细胞破裂，减小甘草酸由胞内向胞外扩

散的阻力，有利于甘草酸的溶出。

本试验考察了酶解温度、酶的用量、料液比、浸提时间、浸

提液pH、浸提次数、浸提温度、乙醇体积分数、氨水体积分数等

工艺参数对甘草酸提取率的影响。结果显示，在最佳工艺条

件下，甘草酸提取率达85.02％，提取量为13.15 mg/g，表明采用

复合酶法提取的提取率远高于氨醇提取法（一般为80％左右）。

虽然复合酶法的提取次数过多，但其提取条件温和，且环保无污

染，使用仪器简单、方便，故可为工业化提取甘草酸提供借鉴。
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国家卫生和计划生育委员会研究部署人感染H7N9禽流感疫情防控工作
本刊讯 2014年 1月 22日，国家卫生和计划生育委员会

（以下简称国家卫生计生委）召集上海、江苏、浙江、福建、广东

5省市卫生计生部门有关同志和中国疾病预防控制中心专家，

召开人感染H7N9禽流感疫情防控工作会商会，传达国务院领

导同志批示精神，听取了有关情况汇报，研究部署下一步疫情

防控工作。

会议指出，2014年 1月以来，我国 5省市连续报告多例人

感染 H7N9禽流感病例。会议要求，鉴于近期疫情呈上升态

势，部分地区仍将继续出现病例，各地对此要高度重视，下一

步，要秉持对人民群众生命健康高度负责的态度，在当地政府

统一领导下，继续发挥联防联控机制作用，落实好各项防控措

施，加强疫情监测和风险评估，强化病例救治，配合抓好源头

控制，做好健康教育和信息发布工作，确保人民群众的健康、

安全。
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