
伍鸿强，王娟娟，庄玮婧，等．响应面法优化灵芝黄酮酶辅助提取工艺及抗氧化活性研究 ［Ｊ］．福建农业学报，２０１７，３２ （１）：８７－９２．

ＷＵ ＨＱ，ＷＡＮＧＪＪ，ＺＨＵＡＮＧ ＷＪ，ｅｔａｌ．ＯｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆＦｌａｖｏｎｏｉｄＥｘｔｒａｃｔｉｏｎｆｒｏｍ 犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿 ｂｙＲｅｓｐｏｎｓｅＳｕｒｆａｃｅ

ＭｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙａｎｄＡｎｔｉｏｘｉｄａｎｔＡｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆＥｘｔｒａｃｔｓ［Ｊ］．犉狌犼犻犪狀犑狅狌狉狀犪犾狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊，２０１７，３２ （１）：８７－９２．

响应面法优化灵芝黄酮酶辅助提取工艺及抗氧化活性研究

伍鸿强，王娟娟，庄玮婧，郑亚凤，张　怡

（福建农林大学食品科学学院，福建　福州　３５０００２）

收稿日期：２０１６－０８－０２初稿；２０１６－０９－１５修改稿

作者简介：伍鸿强 （１９８１－），男，硕士，助理实验师，主要从事食品化学与营养研究

通讯作者：张怡 （１９７５－），女，博士，教授，主要从事食品营养与加工研究 （Ｅｍａｉｌ：６４４３９３１３＠ｑｑ．ｃｏｍ）

基金项目：福建农林大学科技创新团队支持计划 （ｃｘｔｄｌ２００９）；福建省高等学校科技创新团队支持计划 （闽教科 ［２０１２］０３号）

摘　要：利用响应面法优化酶辅助提取灵芝黄酮工艺。在酶解温度、酶解时间和酶用量３个单因素的基础上，

利用ＢｏｘＢｅｎｈｎｋｅｎ实验设计原理对复合酶的最佳配比进行优化。同时对灵芝提取液的抗氧化活性进行研究。结

果表明：在８０ｍｉｎ、５０℃、ｐＨ值为５．０的酶解条件下，最佳酶比例为纤维素酶∶果胶酶∶中性蛋白酶＝２．０７∶

０．８６∶２．１１。在该条件下，灵芝黄酮实际提取率可达０．７５ｍｇ·ｇ
－１；并且灵芝提取液对ＤＰＰＨ自由基和羟自由

基有一定的清除能力，同时具有较强的还原力。
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　　随着生物酶制业的发展，酶法辅助提取已成为

食用菌的提取的辅助技术，其操作条件温和、环境

无污染、能耗小。灵芝犌犪狀狅犱犲狉犿犪犾狌犮犻犱狌犿 属于

高等真菌，其活性物质大多存在于子实体的细胞壁

中，与几丁质形成的复合物是细胞壁内层的主要结

构，同时也与细胞壁外的半纤维素等大分子形成了

紧密的结合［１］。研究表明利用酶法提取有助于细胞

壁溶解，释放生物活性物质［２－４］。

黄酮类化合物是一种存在于植物中的天然产

物，属于天然多酚类结构，可以清除人体内超氧离

子自由基，具有较强的抗氧化作用［５－６］。黄酮类化

合物广泛存在于植物的各部位，主要有三黄酮糖苷

和苷元两大形式，其中包括黄酮、异黄酮、双黄

酮、黄烷酮、黄酮醇、查尔酮等及其苷类，具有极

广泛的生物活性特性［７－９］。

国内外对灵芝的黄酮类化合物的研究还比较

少［１０］，本研究对复合酶法提取灵芝黄酮的工艺条

件进行优化同时对其抗氧化活性进行探讨，以期为

提高黄酮得率和开发天然抗氧化剂奠定理论基础。

１　材料与方法

１１　试验材料

椴木灵芝：购于古田县小木食用菌经营部。
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１２　仪器及试剂

１２１　化学试剂　芦丁、亚硝酸钠、氢氧化钠、

硝酸铝、抗坏血酸、ＴＣＡ等均为分析纯，购于国

药集团化学试剂有限公司。纤维素酶、果胶酶、中

性蛋白酶，购于江苏锐阳生物科技有限公司。１，

１二苯基２三 肼 （ＤＰＰＨ）、三羟甲基氨基甲烷

（Ｔｒｉｓ碱），购于Ｓｉｇｍａ公司。

１２２　主要仪器与设备　数显三用水浴锅 ＨＨ

３Ａ，金坛市精达仪器制造厂；低速离心机 ＳＣ

３６１２，科大创新股份有限公司；循环水式多用真空

泵ＳＨＢＩＩＩ，郑州长城科技工贸有限公司；旋转蒸

发仪 Ｒ系列，上海申生科技有限公司；紫外可见

分光光度计７２００，上海精密科学仪器有限公司；

ＦＺ１０２型微型植物粉碎器，天津市泰斯特仪器有限

公司。

１３　试验方法

１３１　复合酶提取　灵芝子实体烘干并粉碎，过

２０目筛后加入一定ｐＨ值的缓冲液 （醋酸醋酸钠

缓冲液ｐＨ值为４．０～５．５，磷酸盐缓冲液ｐＨ值为

６．０～６．５）在恒温下混匀酶解，然后灭酶，依次过

滤、浓缩、离心 （４５００ｒ·ｍｉｎ－１，１５ｍｉｎ），取上

清液加石油醚除杂，最后冻干再复溶、定容，测定

含量。

１３２　芦丁标准曲线　根据文献 ［１１］称取已恒

重的芦丁０．１００ｇ，加入适量蒸馏水溶解，转移到

１００ｍＬ的容量瓶中，定容至刻度，摇匀，备用。

准确移取标准溶液０、２．０、４．０、６．０、８．０、１０．０

ｍＬ于２５ｍＬ容量瓶中，分别加入０．０５ｇ· ｍＬ
－１

ＮａＮＯ２溶液０．８ｍＬ，摇匀，静置５ｍｉｎ；然后加

入１０ｇ·ｍＬ
－１Ａｌ（ＮＯ３）３溶液０．８ｍＬ，摇匀，静

置５ｍｉｎ；再加入１ｍｏｌ·Ｌ－１ ＮａＯＨ 溶液１０．００

ｍＬ；用体积分数是７０％乙醇溶液定容至２５．００

ｍＬ，摇匀，静置１５ｍｉｎ。测量最大吸收波长为

５１０ｎｍ，以试剂空白为参比，用１ｃｍ比色皿测定

其吸光度。得到的回归方程为：犃５１０＝０．５８８９狓－

０．０１５１，相关系数犚２＝０．９９６８。

１３３　灵芝黄酮含量测定　称取３．０ｇ灵芝粉末

于锥形瓶中，进行上述各提法提取、抽滤、离心

（３５００ｒ·ｍｉｎ－１，６ｍｉｎ），取上清液１ｍＬ样品于

２５ｍＬ容量瓶中，ＮａＮＯ２Ａｌ（ＮＯ３）３ＮａＯＨ 比色

法测定总黄酮，根据标准曲线回归方程，由吸光度

求出提取液中的黄酮质量浓度，并按照下列公式计

算各处理的黄酮得率。

犠＝犆犞／犿

式中：犠 为黄酮得率 （ｍｇ·ｇ
－１）；犆为黄酮

质量浓度 （ｍｇ·ｍＬ
－１）；犞 为定容体积 （ｍＬ）；犿

为原料质量 （ｇ）。

１３４　单因素试验　对灵芝黄酮提取试验进行复

合酶提取的单因素试验设计。以中性蛋白酶、纤维

素酶和果胶酶３种酶的用量、ｐＨ值、温度和酶作

用时间为考查因素，以黄酮的提取量为考查指标，

进行单因素试验。试验重复３次。

１３５　响应面试验设计　为了进一步优化灵芝黄

酮的提取工艺，根据单因素试验结果，在８０ｍｉｎ、

５０℃、ｐＨ 值为 ５．０ 的酶解条件下，利用 Ｂｏｘ

Ｂｅｎｈｎｋｅｎ试验设计原理，以纤维素酶、果胶酶和

中性蛋白酶的用量为自变量，以黄酮得率为响应值

进行三因素三水平的响应面试验。试验因素水平设

计见表１。

表１　响应面试验设计

犜犪犫犾犲１　犚犲狊狆狅狀狊犲狊狌狉犳犪犮犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犱犲狊犻犵狀

因素
水平

－１ ０ １

犡１纤维素酶／％ １．５ ２ ２．５

犡２果胶酶／％ ０．４ ０．８ １．２

犡３中性蛋白酶／％ １．５ ２ ２．５

１３６　抗氧化试验　根据响应面法优化的条件提

取灵芝的样液作为测定对象，以ＤＰＰＨ 自由基清

除率、羟自由基清除率和总还原力为指标比较灵芝

总黄酮提取液及ＶＣ 的抗氧化能力。

（１）ＤＰＰＨ自由基清除率的测定：根据文献

［１２］进行测定。用无水乙醇将ＤＰＰＨ配制成０．０４

ｍｇ·ｍＬ
－１溶液。在１ｍＬ不同浓度的样品 （０．２、

０．４、０．６、０．８、１．０ｍｇ·ｍＬ
－１）中加入２ｍＬ

ＤＰＰＨ，混合均匀后室温避光反应３０ｍｉｎ后，于

５１７ｎｍ处测吸光值。用 Ｖｃ做阳性对照。ＤＰＰＨ

清除率的计算公式如下：

ＤＰＰＨ清除率／％＝ ｛［Ａ空白－ （Ａ样品－Ａ

对照）］／Ａ空白｝×１００％

式中：Ａ样品为样品吸光值；Ａ 对照为用乙

醇代替ＤＰＰＨ的吸光值；Ａ空白为用乙醇代替样

品的吸光值。

（２）羟自由基清除率的测定：羟自由基清除率

参照 Ｈｕａｎｇ等
［１３］的方法进行。取１ｍＬ不同浓度

的样品 （０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍｇ· ｍＬ
－１），

依次加入ＦｅＳＯ４ （９ｍｍｏｌ·Ｌ
－１，１ｍＬ）、水杨酸

乙醇溶液 （９ｍｍｏｌ·Ｌ－１，１ｍＬ）和 Ｈ２Ｏ２ （９

ｍｍｏｌ·Ｌ－１，１ｍＬ）。在３７℃水浴下反应３０ｍｉｎ，
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在５１０ｎｍ 处测定吸光值。以 ＶＣ 作为阳性对照。

羟自由基清除率计算公式如下：

羟自由基清除率／％＝ ｛［Ａ空白－ （Ａ样品

－Ａ对照）］／Ａ空白｝×１００％

式中：Ａ样品为样品吸光值；Ａ 对照为用蒸

馏水代替Ｈ２Ｏ２的吸光值；Ａ空白为用蒸馏水代替

样品的吸光值。

（３）总还原力的测定：总还原力的测定根据文

献 ［１４］进行。反应体系包含２．５ｍＬ的磷酸缓冲

液 （０．２ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ６．６）和１ｍＬ待测样品溶

液。在试管中加入０．２ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ６．６的磷酸缓

冲液２．５ｍＬ和不同浓度的待测样品溶液１ｍＬ，

然后于５０℃的水中反应２０ｍｉｎ。取出后加入２．５

ｍＬ三氯乙酸 （１０％，Ｗ／Ｖ）终止反应。然后加入

蒸馏水和三氯化铁溶液 （０．１％，Ｗ／Ｖ），混合静

置１０ｍｉｎ，于７００ｎｍ处测定吸光值。

２　结果与分析

２１　复合酶提取对灵芝黄酮的单因素试验

２１１　酶解ｐＨ值对灵芝黄酮得率的影响　按不

同的酶 ｐＨ 值，酶添加量为 １．０％，提取温度

５０℃，提取时间８０ｍｉｎ的条件下测得黄酮得率。

由图１Ａ 可知，当酶添加量为１．０％，提取温度

５０℃，提取时间８０ｍｉｎ时，不同的酶解ｐＨ 会显

著影响灵芝黄酮的得率。当ｐＨ为５时，黄酮得率

达到最大，因此选择ｐＨ值为５．０进一步试验。

图１　不同因素对灵芝黄酮得率的影响

犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狅犳狆犎狅狀狔犻犲犾犱狅犳犌．犾狌犮犻犱狌犿犳犾犪狏狅狀犲

注：Ａ为ｐＨ值对灵芝黄酮得率的影响；Ｂ为酶解温度对灵芝黄酮得率的影响；Ｃ为酶解时间对灵芝黄酮得率的影响；Ｄ为酶用

量对黄酮得率的影响。

２１２　酶解温度对灵芝黄酮得率的影响　按不同

的酶解温度，酶添加量为１．０％，提取ｐＨ 为５，

提取时间８０ｍｉｎ的条件下测得的黄酮得率。由图

１Ｂ可知当酶添加量为１．０％，提取酶ｐＨ 值为

５．０，提取时间为８０ｍｉｎ时，在考查温度范围内，

随着温度的升高，黄酮得率逐渐升高，当温度为

５０℃时，黄酮得率达到最高。

２１３　酶解时间对灵芝黄酮得率的影响　按不同
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的酶解时间，酶添加量为１．０％，提取ｐＨ 为５，

酶解温度５０℃的条件下测得的黄酮得率。由图１Ｃ

可知，当酶添加量为１．０％，提取酶ｐＨ值为５．０，

酶解温度５０℃时，随着纤维素酶和果胶酶对灵芝

作用时间的延长，黄酮得率逐渐增加，当酶解８０

ｍｉｎ时，黄酮得率最大，而中性蛋白酶则在酶解

１００ｍｉｎ时得率最大，但是为了后面复合酶比例优

化的方便，统一酶解时间为８０ｍｉｎ做进一步考查。

２１４　酶用量对灵芝和黄酮得率的影响　按不同

的酶用量，酶解时间为８０ｍｉｎ，提取ｐＨ为５，酶

解温度５０℃的条件下测得的黄酮得率。由图１Ｄ

可知，当酶提取时间８０ｍｉｎ，提取酶 ｐＨ 值为

５．０，酶解温度５０℃时，根据总黄酮得率，纤维素

酶的最佳用量为１．５％，果胶酶的最佳用量为

０．８％，中性蛋白酶的最佳用量为２．０％。

２２　复合酶响应面试验结果

用ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ软件对响应面试验结果进行

处理和方差分析：得到灵芝黄酮得率的复合酶用量

配比的二次多元回归方程：犢＝０．６９＋０．０４９犡１＋

０．０５５犡２＋０．０３９犡３－０．００７５犡１犡２－０．００５犡１犡３－

０．０１２犡２犡３－０．１８犡
２
１－０．１８犡

２
２－０．０８８犡

２
３。

表２　响应面试验结果

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狆狅狀狊犲狊狌狉犳犪犮犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾狉犲狊狌犾狋狊

试验

号

犡１
纤维素酶／％

犡２
果胶酶／％

犡３
中性蛋白酶／％

黄酮得率

／（ｍｇ·ｇ－１）

１ １．５０ ０．８０ ２．５０ ０．４

２ ２．００ ０．８０ ２．００ ０．６３

３ １．５０ １．２０ ２．００ ０．３６

４ ２．００ ０．８０ ２．００ ０．７２

５ ２．５０ １．２０ ２．００ ０．４

６ ２．００ １．２０ １．５０ ０．４６

７ ２．００ ０．８０ ２．００ ０．６７

８ ２．００ ０．８０ ２．００ ０．７

９ ２．５０ ０．４０ ２．００ ０．３１

１０ ２．５０ ０．８０ １．５０ ０．４５

１１ １．５０ ０．８０ １．５０ ０．３

１２ １．５０ ０．４０ ２．００ ０．２４

１３ ２．００ １．２０ ２．５０ ０．５

１４ ２．００ ０．４０ ２．５０ ０．４１

１５ ２．００ ０．４０ １．５０ ０．３２

１６ ２．５０ ０．８０ ２．５０ ０．５３

１７ ２．００ ０．８０ ２．００ ０．６９

对该模型和回归系数的方差分析结果显示，犘＜

０．０１表明响应回归模型极显著，即模型有意义。犚２

为０．９７１０，犚２Ａｄｊ为０．９３３６，变异系数为８．３３，表明

模型的拟合程度较好，试验误差小。失拟项Ｐ值为

０．５６９７，提示其影响不显著，即失拟项与纯误差之

间差异不显著，由此可知，试验操作可信度较高，可

以用回归方程对试验结果进行分析和预测。

对回归方程系数进行显著性检验，表３表明纤

维素酶犡１ 及其二次项犡
２
１，果胶酶犡２ 及其二次项

犡２２ 和中性蛋白酶犡３ 及其二次项犡
２
３ 对黄酮得率影

响显著 （犘＜０．０５）的因素项。依据一次项系数

犡１为０．０４９；犡２为０．０５５；犡３为０．０３９的绝对值可

知因素的主效应关系，果胶酶对黄酮得率影响最

大，中性蛋白酶的影响最小。

表３　黄酮得率回归系数及显著性检验

犜犪犫犾犲３　犚犲犵狉犲狊狊犻狅狀犮狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋犪狀犱狊犻犵狀犻犳犻犮犪狀犮犲狋犲狊狋狅狀犳犾犪狏狅狀犲

狔犻犲犾犱

变异来源 平方和 自由度 均方差 犉值 犘值

模型 ０．３６４３ ９ ０．０４０５ ２６．０１ ０．０００１

犡１ ０．０１９０ １ ０．０１９０ １２．２２ ０．０１０１

犡２ ０．０２４２ １ ０．０２４２ １５．５５ ０．００５６

犡３ ０．０１２０ １ ０．０１２０ ７．７２ ０．０２７４

犡１犡２ ０．０００２ １ ０．０００２ ０．１４ ０．７１５１

犡１犡３ ０．０００１ １ ０．０００１ ０．０６ ０．８０７２

犡２犡３ ０．０００６ １ ０．０００６ ０．４０ ０．５４６４

犡２１ ０．１２８２ １ ０．１２８２ ８２．３８ ＜０．０００１

犡２２ ０．１２４６ １ ０．１２４６ ８０．０３ ＜０．０００１

犡２３ ０．０２６６ １ ０．０２６６ １７．１０ ０．００４４

残差 ０．０１０９ ７ ０．００１６

失拟项 ０．００４０ ３ ０．００１３ ０．７７ ０．５６９７

纯误差 ０．００６９ ４ ０．００１７

总差 ０．３７５２ １６

注：犚２＝０．９７１０，犚２Ａｄｊ＝０．９３３６，ＣＶ＝８．３３％，犘＜０．０５，差异显著；

犘＜０．０１，差异极显著。

由图２Ａ可以看出：纤维素酶和果胶酶对灵

芝黄酮得率的影响较显著，曲面较陡，随着提取时

间的延长，得率经过一个先升高后降低的过程。由

图２Ｂ可以看出：纤维素酶对灵芝黄酮得率的影响

较显著，曲面较陡，随着提取时间的延长，提取率

经过一个先升高后降低的过程；中性蛋白酶对灵芝

黄酮得率的影响不太显著，曲面较缓和并且随着温

度的上升，提取率经过一个先升高后稍微减小的过

程。由图２Ｃ可以看出：果胶酶对灵芝黄酮得率的

影响较显著，曲面较陡，随着提取时间的延长，提

取率经过一个先升高后降低的过程；中性蛋白酶对

灵芝黄酮得率的影响不太显著，曲面较缓和并且随

着温度的上升，得率经过一个先升高后稍微减小的
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过程。通过软件分析可以得到，对黄酮得率影响，

酶添加量分别为：纤维素酶添加量２．０７％；果胶酶

添加量０．８６％；中性蛋白酶添加量２．１１％。在此条

件下黄酮得率预测的最大值为０．６８５ｍｇ·ｇ
－１。采

用上述最优提取条件进行验证试验，结果测得的灵

芝黄酮得率为０．７５ｍｇ·ｇ
－１，与模型预测值的误

差为０．７９％，因此本试验得到的灵芝黄酮提取条

件的参数比较准确，可为实际应用提供参考。

图２　不同因素交互作用对灵芝黄酮得率响应曲面的影响

犉犻犵．２　犚犲狊狆狅狀狊犲狊狌狉犳犪犮犲狊犺狅狑犻狀犵犻狀狋犲狉犪犮狋犻狏犲犲犳犳犲犮狋狊狅犳犮犲犾犾狌犾犪狊犲犪狀犱狆犲犮狋犻狀犪狊犲狅狀犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀狔犻犲犾犱狅犳犌．犾狌犮犻犱狌犿犳犾犪狏狅狀犲

注：Ａ为纤维素酶与果胶酶两因素交互作用对灵芝黄酮得率响应曲面的影响；Ｂ为纤维素酶与中性蛋白酶两因素交互作用对灵芝黄酮

得率响应曲面的影响；Ｃ为果胶酶与中性蛋白酶两因素交互作用对灵芝黄酮得率响应曲面的影响。

２３　灵芝提取液抗氧化活性试验结果

２３１　灵芝提取液对ＤＰＰＨ自由基清除作用　由

图３可知，灵芝提取液各组分对ＤＰＰＨ 清除率结

果中，在试验浓度范围内，灵芝提取液对 ＤＰＰＨ

的清除率随着浓度的增大而显著增加，但当浓度大

于０．８ｍｇ·ｍＬ
－１时，对ＤＰＰＨ的清除率没有发生

显著性变化 （犘＞０．０５）。经计算灵芝提取液对

ＤＰＰＨ的清除率的ＩＣ５０为２．５４ｍｇ·ｍＬ
－１。

图３　灵芝提取液对ＤＰＰＨ的清除作用

犉犻犵．３　犛犮犪狏犲狀犵犻狀犵犪犫犻犾犻狋狔狅犳犌犪狀狅犱犲狉犿犪犲狓狋狉犪犮狋狅狀犇犘犘犎

狉犪犱犻犮犪犾狊

２３２　灵芝提取液对羟自由基清除作用　由图４

可知，灵芝提取液对羟自由基清除结果中，当浓度

在０．４～１．６ｍｇ·ｍＬ
－１范围内，灵芝提取液对羟

自由基的清除率具有显著性影响 （犘＜０．０５），且

随着浓度的增大而增大。当质量浓度超过１．６

ｍｇ·ｍＬ
－１后，对羟自由基的清除率影响趋于平

缓。经计算灵芝提取液对羟自由基的清除率的ＩＣ５０

为２．３９ｍｇ·ｍＬ
－１。

图４　灵芝提取液对羟自由基的清除作用

犉犻犵．４　犛犮犪狏犲狀犵犻狀犵犪犫犻犾犻狋狔狅犳犌犪狀狅犱犲狉犿犪犲狓狋狉犪犮狋狅狀犺狔犱狉狅狓狔犾

狉犪犱犻犮犪犾狊

２３３　灵芝提取液的总还原力　由图５可知，灵

芝提取液表现出较强的还原力，在实验质量浓度

范围内，灵芝提取液的还原力随着质量浓度的增加

而增大，两者呈正相关，在９ｍｇ·ｍＬ
－１还原力达

到１．７１。
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图５　灵芝提取液的还原力

犉犻犵．５　犚犲犱狌犮犻狀犵犘狅狑犲狉狅犳犌犪狀狅犱犲狉犿犪犲狓狋狉犪犮狋

３　讨论与结论

黄酮类化合物是一类活性物质，并具有特殊的

保健及疗效功能。其提取方法多样，有热水提取

法、碱液提取法、丙酮提取法、乙醇浸提法、微波

萃取法、超声波法、酶解法、大孔树脂吸附法、超

滤法等。彭晓青等［２］利用复合酶法提取总黄酮，具

有较高的提取率。目前在黄酮类化合物的提取方法

中，溶剂提取法、热水提取法等传统方法仍占主导

地位，但与酶解、超滤、微波等提取分离技术相

比，逐渐暴露了许多问题，如提取温度高，时间

长，能量消耗大，不利于黄酮类化合物母核活性的

保护，产品中黄酮类化合物得率和含量低，尤其是

存在溶剂残留。相反酶解等提取方法提取速度快，

产率和纯度高，提取条件温和，耗能少，有利于黄

酮类化合物母核活性的保护等特点。

酶解温度、酶解时间和酶用量都会对酶的作用

效果产生一定的影响，因此本试验在单因素的基础

上确定复合酶中各种酶的最佳酶解温度、酶解时间

和酶用量，进而利用ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面试验对

复合酶中各种酶的配比进行优化。得出复合酶提取

灵芝黄酮的最佳酶比例为纤维素酶∶果胶酶∶中性

蛋白酶为２．０７∶０．８６∶２．１１。在该工艺条件下，

灵芝黄酮实际得率可达０．７５ｍｇ·ｇ
－１。经体外抗

氧化活性测定，结果显示，灵芝提取液具有较强的

还原力，对ＤＰＰＨ 自由基清除率、羟自由基清除

率的ＩＣ５０分别为２．５４ｍｇ· ｍＬ－１和２．３９ｍｇ·

ｍＬ－１，说明灵芝提取液具有一定的抗氧化活性。

如何提高灵芝的黄酮类化合物的得率以及其提取液

的抗氧化活性一直是研究的热点，此研究可为开发

天然抗氧化剂提供一定参考。
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