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摘  要: 目的  优化刺五加干果花色苷的提取条件 , 并对该花色苷的组成进行分析。方法  通过单因素试

验研究酶的种类、液料比、酶添加量、酶解温度和酶解时间对提取液中花色苷含量的影响, 利用响应面试验

优化刺五加干果花色苷的提取工艺 , 并利用超高效液相色谱 -串联三重四极杆飞行时间质谱法 (ultra 

performance liquid chromatography-tandem triple-time of flight mass spectrometry, UPLC-Triple-TOF/MS)对刺五

加干果花色苷进行结构鉴定。结果  刺五加干果花色苷提取的最佳工艺条件为: 液料比 18:1 (mL/g), 果胶酶

的添加量 4.2‰, 酶解温度 55 ℃, 酶解时间 3.0 h, 在此条件下刺五加干果的花色苷含量达到 6.00 mg/g; 其主

要花色苷为矢车菊素 3-O-(2-O-β-D-吡喃木糖基)-β-D-吡喃葡萄糖苷。结论  利用果胶酶法来制备刺五加干果

花色苷是可行的, 所得刺五加干果花色苷为矢车菊素 3-O-(2-O-β-D-吡喃木糖基)-β-D-吡喃葡萄糖苷。 
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ABSTRACT: Objective  To optimize the extraction conditions of anthocyanins from dried Acanthopanax 

senticosus dried fruit, and analyze the composition of anthocyanins. Methods  The effects of enzyme type, 

liquid-to-material ratio, enzyme dosage, enzymolysis temperature and enzymolysis time on the content of 

anthocyanins in the extract were discussed by single factor experiment. The extraction process of anthocyanins from 

Acanthopanax senticosus dried fruit was optimized by response surface methodology, and the structure of 

anthocyanins from Acanthopanax senticosus dried fruit was identified by ultra performance liquid chromatography- 

tandem triple-time of flight mass spectrometry (UPLC-Triple-TOF/MS). Results  The optimal extraction conditions 
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of anthocyanin from Acanthopanax senticosus dried fruit were as follows: Liquid-material ratio 18:1 (mL/g), 

pectinase addition 4.2‰, enzymolysis temperature 55 ℃, and enzymolysis time 3.0 h. Under these conditions, the 

anthocyanin content in Acanthopanax senticosus dried fruit reached 6.00 mg/g. The main anthocyanin was 

procyanidin 3-O-(2-O-β-D-xylopyranosyl)-β-D-glucopyranoside by UPLC-Triple-TOF/MS. Conclusion  It is 

feasible to prepare anthocyanin from Acanthopanax senticosus dried fruit by pectinase method. The anthocyanin from 

Acanthopanax senticosus dried fruit is cyanidin 3-O-(2-O-β-D-xylopyranosyl)-β-D-glucopyranoside. 

KEY WORDS: Acanthopanax senticosus; pectinase; anthocyanin; extraction; response surface optimization; 

composition analysis 
 

0  引  言 

刺五加(Acanthopanax senticosus)又名刺拐棒、坎拐棒

子, 为五加科植物, 生于海拔 500~2000 m 的落叶阔叶林, 

针阔混交林或林缘, 分布于河北及东北、山西等地[1]。刺五

加作为具有益气健脾[2]、延年益寿、补肾安神[3]的可用于保

健食品的传统中药, 具有良好的药用价值。刺五加果含有糖

苷类[4]、黄酮类[5]、多糖类[6]、苯丙素类、多种微量元素及

氨基酸等化合物[7], 具有抗炎、抗氧化[8‒9]、护肝降酶、增强

免疫力[10]、抗疲劳[11‒14]、抗肿瘤[15]等多种药理活性, 具有较

高的研发价值。 

花色苷由自然界中的花青素与不同的糖苷键形成, 属

黄酮类化合物, 具有抗氧化[16]、降血糖、抗炎抗癌等生物活

性[17‒18], 作为天然的食用色素广泛应用于医药、食品和化工

等行业。花色苷主要的提取方法包括溶剂提取法[19]、超声

波辅助提取法[20]、微波辅助提取法[21]、酶解法[17]以及超临

界流体萃取法等[22‒23]。其中, 酶解法主要是破坏植物的细胞

壁, 使花色苷等成分更容易溶出。郑覃等[24]优化了果胶酶辅

助提取黑果枸杞花色苷的工艺条件 , 花色苷含量达到

24.675 mg/g; 赵晓丹等[25]对比了纤维素酶与果胶酶提取紫

薯花色苷的工艺 , 结果表明使用果胶酶时花色苷得率为

28.6 mg/100 g, 提取效果优于纤维素酶; 赵月等[26]研究了 α-

淀粉酶与纤维素酶复配使用的提取工艺, 得到黑米花色苷

的提取率为 209.06 mg/g。 

刺五加果呈黑褐色, 含有丰富的花色苷。本研究对比

了果胶酶、纤维素酶、木聚糖酶、植物水解酶对刺五加干果

花色苷含量的影响, 从而得到刺五加干果的最佳酶解工艺

条件; 同时, 将采用超高效液相色谱-串联三重四极杆飞行

时间质谱法(ultra performance liquid chromatography- tandem 

triple-time of flight mass spectrometry, UPLC-Triple-TOF/MS) 
对最优提取条件下得到的刺五加干果花色苷进行分离纯化, 

对刺五加花色苷的组成进行初步鉴定, 以期为刺五加干果

的开发与利用提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

刺五加干果, 购于黑龙江省尚志市苇河镇。 

Pectinex XXL 果胶酶、纤维素酶、木聚糖酶、植物水

解酶[酶活均为 10000 U/mL, 诺维信(中国)生物技术有限

公司]。 

1.2  试剂与仪器 

甲醇、盐酸、醋酸钠、KCl(分析纯, 天津市大茂化学

试剂厂); 甲醇、乙腈(色谱纯, 上海阿拉丁生化科技股份有

限公司)。 

EX324 型电子天平 [奥豪斯仪器 (上海 )有限公司 ]; 

HWS24 型电热恒温水浴锅 (上海一恒科技有限公司 ); 

DGG-9030A 型鼓风干燥箱(上海森信实验仪器有限公司); 

5804R 高速冷冻离心机(德国 Eppendorf 公司); UV-1100 紫

外 - 可 见 分 光 光 度 计 ( 上 海 凌 析 达 仪 器 ); 

UPLC-Triple-TOF/MS 系统、AcquityTM ultra 型高效液相

色谱仪、BEH-C18 色谱柱(美国 Waters 公司); Triple TOF 

5600+型飞行时间质谱、配有电喷雾离子源 (美国 AB 

SCIEX 公司); Christ ALPHA 1-2 LD plus 冷冻干燥机(德国

Marin Christ 公司)。 

1.3  试验方法 

1.3.1  刺五加酶法提取的工艺流程 

刺五加干果→称重→加水→破碎匀浆→加酶→保温

酶解→灭酶→离心→上清液→含量测定→组成分析。 

1.3.2  操作要点 

准确称取一定量饱满完好的刺五加干果, 在 50 ℃烘

箱中干燥 4~5 h, 使水分含量达到 5%。按照设定的液料比

加入蒸馏水 , 密封浸泡使其充分吸水软化 , 用研钵将刺

五加干果充分研磨成浆。按照设定的酶添加量, 向刺五加

果浆中加入不同种类酶 , 按照设定条件进行酶解处理 , 

灭酶(95 ℃, 10 min)后将酶解液置于 10000 r/min 离心机中

离心 10 min, 得到上清液, 进行含量测定及花色苷组成

分析。 

1.4  刺五加果酶解单因素试验 

1.4.1 酶的种类对刺五加干果花色苷含量的影响 

当酶添加总量为 3‰, 酶解温度为 50 ℃, 酶解时间为

3 h, 液料比为 18:1 (mL/g)时, 考察不添加酶、添加纤维素

酶、果胶酶、纤维素酶:果胶酶(1:1, m:m)、纤维素酶:木聚

糖酶(1:1, m:m)、植物水解酶等 6 种酶的酶解情况, 根据花
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色苷含量确定最适酶的种类。 

1.4.2  液料比对刺五加干果花色苷含量的影响 

当添加酶种类为果胶酶, 酶添加量为 3‰, 酶解温度

为 50 ℃, 酶解时间为 3 h 时, 考察液料比分别为 12:1、

14:1、16:1、18:1、20:1 (mL/g)对刺五加干果花色苷含量的

影响。 

1.4.3  酶添加量对刺五加干果花色苷含量的影响 

当果胶酶的酶解温度为 50 ℃, 酶解时间为 3 h, 液料

比为 18:1 (mL/g)时, 考察酶添加量分别为 1‰、2‰、3‰、

4‰、5‰对刺五加干果花色苷含量的影响。 

1.4.4  酶解温度对刺五加干果花色苷含量的影响 

当果胶酶的添加量为 3‰, 酶解时间为 3 h, 液料比为

18:1 (mL/g)时, 考察酶解温度分别为 40、45、50、55、60 ℃

对刺五加干果花色苷含量的影响。 

1.4.5  酶解时间对刺五加干果花色苷含量的影响 

当果胶酶的添加量为 3‰, 酶解温度为 50 ℃, 液料比

为 18:1 (mL/g)时, 考察酶解时间分别为 1.5、2.0、2.5、3.0、

3.5、4.0 h 对刺五加干果花色苷含量的影响。 

1.5  响应面优化设计试验 

由单因素试验结果, 依据 Box-Behnken 设计原理, 以

刺五加干果花色苷含量为响应值, 选取酶解时间、酶解温

度、酶添加量和液料比设计响应面试验, 以优化刺五加干

果花色苷提取工艺, 其因素与水平如表 1 所示。 

 
 

表 1  响应面试验因素与水平表 
Table 1  Factors and levels of response surface experiment 

水平 
A 酶添加量

/‰ 
B 液料比

(mL/g) 
C 酶解温度

/℃ 
D 酶解时间

/h 

‒1 3 16︰1 45 2.5 

0 4 18︰1 50 3.0 

1 5 20︰1 55 3.5 

 
 

1.6  花色苷含量测定 

参照兰永丽[27]的 pH 示差法测定。取 2 份同一酶解后

的刺五加样品 2 mL, 分别加入 pH 1.0 的 KCl 溶液和 pH 4.5

的醋酸钠溶液 8 mL, 混匀并静置 15 min 后, 分别测定样品

在 520 nm 和 700 nm 处的吸光度。 

刺五加花色苷含量计算公式(1)为:  

Y=[ΔA×N×MW×V/(ε×L×W)]×100         (1) 
式中, ΔA 表示(A520-A700) pH1.0-(A520-A700) pH4.5, mg/L; N

表示稀释倍数; MW 代表矢车菊-3-葡萄糖苷的摩尔质量, 

449.2 g/mol; V 表示果汁的体积, mL; ε 为矢车菊-3-葡萄

糖苷的摩尔消光系数 26900; L 为比色皿光程, cm; W 为

样品质量, g。 

1.7  刺五加花色苷成分测定 

将刺五加干果花色苷提取液冻干后, 称取样品 20 mg, 

加 2 mL 的 50%甲醇水溶解, 离心取上清液, 待测。 

1.7.1  液相测定条件 

流动相: A: 1%甲酸水溶液, B: 乙腈, 流速: 0.4 mL/min; 

检测波长 : 520 nm; 色谱柱 : BEH-C18 色谱柱 (2.1 mm×   

100 mm, 1.7 μm); 进样量: 3 μL; 柱温箱: 40℃; 梯度洗脱程

序: 0~15 min, 95%~80% A, 5%~20% B; 15~17 min, 80%~5% 

A, 20%~95% B。 

1.7.2  质谱测定条件 

质谱条件: UPLC-Triple-TOF 5600+飞行时间液质联

用仪: 正负离子扫描模式; 扫描范围: 100~1500 m/z; 雾化

气 1:50 psi, 雾化气 2:50 psi; 气帘气: 35 psi; 离子源温度: 

550 ℃(负 )/600 ℃(正 ); 离子源电压 : -4500 V(负 )/5500 

V(正); 一级扫描: 去簇电压: 100 V; 聚焦电压: 10 V; 二级

扫描: 使用质谱产物离子分析模式采集质谱数据, 碰撞诱

导解离能量为-20、-40 和-60 V, 进样前用校准传输系统泵

做质量轴校正, 使质量轴误差小于 2 mg/kg。 

1.8  数据处理 

单因素试验数据采用 Excel 2013 作图; 响应面试验采

用 Design Expert 8.0.6 软件进行设计和数据处理。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验结果分析 

2.1.1  酶种类对刺五加干果花色苷的影响 

酶水解具有专一性与高效性。由图 1 可知, 相对于

不添加酶及添加其他酶类来说, 添加果胶酶的试验组的

刺五加干果花色苷提取量最高 , 此时 , 刺五加干果花色

苷为 4.84 mg/g。纤维素酶的效果次之, 该酶酶解后刺五

加花色苷提取量为 4.72 mg/g。尽管两者无显著差异

(P>0.05), 但是果胶酶处理后的花色苷提取量要高于纤维

素酶的提取量。因此, 本研究选择果胶酶进行刺五加干果

酶解的后续试验。 

2.1.2  液料比对刺五加干果花色苷含量的影响  

不同的液料比对花色苷提取量有着很大的影响。在

其他条件相同的情况下 , 因为液料比的提高 , 使得花色

苷成分不断溶出且有助于酶的扩散, 所以花色苷的提取

量呈现上升的趋势, 当液料比为 18:1 (mL/g)时, 花色苷

提取量达到最大值 5.72 mg/g, 然后随着液料比的不断

提高 , 刺五加干果花色苷的提取量出现下降 , 原因是过

多的溶剂使得更多的杂质成分析出, 影响了花色苷的提

取量 [28], 并且影响后续的浓缩过程, 因此本研究选择最

佳的液料比为 18:1 (mL/g)。 
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注: 不同字母表示具有显著性差异(P<0.05)。 

图 1  酶的种类对刺五加花色苷含量的影响(n=3) 

Fig.1  Effects of enzyme types on the content of anthocyanin from 
Acanthopanax senticosus (n=3) 

 

2.1.3  酶添加量对刺五加干果花色苷含量的影响 

研究结果显示, 随着果胶酶添加量的提高, 花色苷提

取量呈现先增加后下降的趋势。当加酶量小于 4‰时, 底物

浓度大于酶浓度, 因而随着加酶量不断地增加, 花色苷的提

取量不断增加; 而当加酶量大于 4‰时, 酶浓度与底物浓度

达到饱和, 故而花色苷提取率不再增加, 并有下降趋势, 此

研究结果与张晓旭等[29]研究结果一致。当酶的添加量为 4‰

时, 刺五加干果的花色苷提取量达到最大值 5.57 mg/g。 

2.1.4  酶解温度对刺五加干果花色苷含量的影响 

温度能够影响酶的稳定性及其活性。由研究结果可知

刺五加干果的花色苷提取量随温度的升高而升高。随着温

度的升高, 分子运动速率加快, 花色苷的溶解与扩散速度

加快[30]; 并且酶活性与温度有着直接的关系, 随着酶解温

度的上升, 酶活性不断增加直至达到酶活性的最适温度。

在不同的温度下花色苷提取量的上升率并不相同。在 50 ℃

时, 花色苷提取量为 4.30 mg/g, 相较于 45 ℃的 3.131 mg/g

上升了 37.34%, 而 55 ℃时的花色苷提取量为 4.42 mg/g, 

较 50 ℃时的花色苷提取量只升高了 2.79%。随温度的继续

升高, 曲线趋于平缓。因此选择酶解温度为 50 ℃, 既可以

保证花色苷的溶出率, 还可以减少生产过程中的成本。 

2.1.5  酶解时间对刺五加干果花色苷含量的影响 

随着酶解时间的增加, 刺五加干果花色苷提取量呈

先增加后下降的趋势。当酶解时间达到 3.0 h 时, 花色苷提

取量达到最大值, 为 5.51 mg/g, 此时刺五加干果内容物基

本析出, 当时间超过 3.5 h 时花色苷提取量呈现下降趋势, 

原因可能是酶解时间过长, 导致花色苷降解。因此, 酶解

时间选择 3.0 h 为宜。 

2.2  响应面优化试验结果分析 

2.2.1  响应面试验结果 

在单因素试验结果基础上, 刺五加果浆中添加果胶

酶, 以酶添加量(A)、液料比(B)、酶解温度(C)和酶解时间(D)

为自变量, 刺五加干果的花色苷含量(Y)作为响应值, 响应

面试验结果见表 2。对表 2 的结果进行多元回归, 拟合得

到刺五加花色苷含量的二次多项回归方程如公式(2), 相关

系数为 0.9997。 

Y=5.72+0.027A+0.29B+0.40C-0.11D+0.81AB+0.24AC- 
0.75AD-0.42BC-0.16BD-0.29CD-1.38A2-1.00B2- 

0.16C2-1.36D2                 (2) 
2.2.2  回归模型方差分析及显著性 

回归模型的方差分析见表 3。由表 3 可知, 该模型的

F 值为 3119.74, P＜0.01, 表明刺五加干果花色苷含量的模

型极显著。该模型的一次项 A、B、C、D、二次项 A2、B2、

C2、D2 影响极显著(P<0.01)。AB、AC、AD、BC、BD、CD

交互作用极显著(P<0.01), 失拟项不显著(P>0.05)。通过方

差分析, 结合 4 个因素的 F 值可以得出 4 个因素对刺五加

干果花色苷含量的影响次序为: A 酶添加量<D 酶解时间<B

液料比<C 酶解温度。 
 

表 2  响应面试验结果与分析 
Table 2  Results and analysis of response surface experiment 

试验号 A 酶添加量/‰ B 液料比(mL/g) C 酶解温度/℃ D 酶解时间/h 花色苷含量/(mg/g) 

1 3 20:1 50 3.0 2.77 

2 4 20:1 45 3.0 4.86 

3 3 18:1 50 2.5 2.32 

4 5 20:1 50 3.0 4.41 

5 4 16:1 55 3.0 5.09 

6 4 18:1 50 3.0 5.71 

7 4 20:1 50 3.5 3.40 

8 4 16:1 50 2.5 3.00 

9 5 18:1 45 3.0 3.58 

10 4 20:1 50 2.5 3.92 

11 4 18:1 50 3.0 5.72 

12 4 18:1 50 3.0 5.67 
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表 2(续) 

试验号 A 酶添加量/‰ B 液料比(mL/g) C 酶解温度/℃ D 酶解时间/h 花色苷含量/(mg/g) 

13 4 18:1 50 3.0 5.73 

14 4 20:1 55 3.0 4.84 

15 4 18:1 45 3.5 3.98 

16 4 18:1 55 3.5 4.17 

17 3 16:1 50 3.0 3.85 

18 5 18:1 50 3.5 2.14 

19 5 18:1 55 3.0 4.85 

20 5 16:1 50 3.0 2.27 

21 4 16:1 45 3.0 3.44 

22 4 18:1 55 2.5 4.97 

23 4 18:1 45 2.5 3.61 

24 3 18:1 45 3.0 3.98 

25 4 16:1 50 3.5 3.11 

26 3 18:1 55 3.0 4.29 

27 4 18:1 50 3.0 5.76 

28 3 18:1 50 3.5 3.58 

29 5 18:1 50 2.5 3.86 

 

 
表 3  回归模型的方差分析 

Table 3  Variance analysis of regression model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 32.85 14 2.35 3119.74 < 0.0001 

A 8.53E-03 1 8.53E-03 11.35 0.0046 

B 0.99 1 0.99 1311.10 < 0.0001 

C 1.89 1 1.89 2510.34 < 0.0001 

D 0.14 1 0.14 187.24 < 0.0001 

AB 2.59 1 2.59 3446.29 < 0.0001 

AC 0.23 1 0.23 306.32 < 0.0001 

AD 2.22 1 2.22 2951.70 < 0.0001 

BC 0.7 1 0.7 926.98 < 0.0001 

BD 0.099 1 0.099 131.92 < 0.0001 

CD 0.34 1 0.34 455.00 < 0.0001 

A2 12.42 1 12.42 16508.96 < 0.0001 

B2 6.5 1 6.5 8642.70 < 0.0001 

C2 0.17 1 0.17 230.77 < 0.0001 

D2 12.06 1 12.06 16035.13 < 0.0001 

残差 0.011 14 7.52E-04   

失拟项 6.25E-03 10 6.25E-04 0.58 0.7766 

净误差 4.28E-03 4 1.07E-03   

总离差 32.86 28    
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2.2.3  验证试验 

通过 Design Expert 8.0.6 软件优化分析, 可得到刺五

加干果花色苷的理论最佳酶解工艺参数为: 果胶酶添加量

4.15‰, 液料比 18.02:1 (mL/g), 酶解温度 55 ℃, 酶解时间

2.91 h, 此时提取刺五加干果中花色苷的理论值为    

6.01 mg/g。考虑实际操作的便利性, 将上述最佳酶解工艺

参数调整为: 果胶酶添加量 4.2‰, 液料比为 18:1 (mL/g), 

酶解温度 55 ℃, 酶解时间 3.0 h。在此条件下进行 3 次平

行试验, 提取刺五加干果中花色苷的平均值为 6.00 mg/g, 

实际值与理论值非常相近, 说明该响应面模型与实际拟合

结果较好, 该模型可靠, 可以用于刺五加干果花色苷提取

工艺的优化。 

2.3 刺五加干果花色苷提取液中花色苷组成的初步

鉴定 

花色苷结构与黄酮比较类似, 在日常质谱解析时易

混淆 , 因此本研究采用正负离子检测 , 利用负离子

[M-2H]-、[M-2H+H2O]-和正离子[M]+的一级质谱规律来判

别是否有花色苷存在。刺五加干果花色苷提取液中的花

色苷化合物的出峰时间为 4.18 min, [M]+为 m/z 581.1492, 

根据高分辨质谱结果拟合的分子式为 C26H29O15。根据二

级质谱, 该化合物的母核为 287, 为矢车菊素(cyaniding), 

其结构中存在一个六碳糖和一个五碳糖结构, 对比参考

文献[31], 根据 Scifinder和 Reaxy数据库检索, 推测该化合

物为 cyanidin 3-O-(2-O-β-D-xylopyranosyl) -β-D-glucopy 

ranoside, 该矢车菊素 3-O-(2-O-β-D-吡喃木糖基)-β-D-吡

喃葡萄糖苷的一级质谱图、二级质谱图(正负)和可能结构

式见图 2、3。 

3  结  论 

本研究在单因素试验的基础上, 根据 Box-Benhnken

响应面试验设计, 建立了刺五加干果花色苷含量的回归方

程, 以此优化刺五加干果花色苷的果胶酶法提取工艺。本

研究模型拟合度高, 模型极显著(P<0.01)。经过验证试验得

出刺五加干果花色苷提取的最优工艺参数为 : 液料比 

18:1 (mL/g)、果胶酶添加量 4.2‰、酶解温度 55 ℃、酶解

时间 3.0 h, 在该条件下刺五加花色苷含量为 6.00 mg/g。经

超高效液相色谱-串联三重四极杆飞行时间质谱鉴定, 刺

五加干果中花色苷为矢车菊素 3-O-(2-O-β-D-吡喃木糖

基)-β-D-吡喃葡萄糖苷, 这为刺五加干果花色苷的工业生

产提供了理论基础。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

图 2  刺五加干果提取物一级质谱(A)和二级质谱(B)图 

Fig.2  Primary mass spectrum (A) and secondary mass spectrum (B) of anthocyanin from Acanthopanax senticosus dried fruit 
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图 3  刺五加干果提取物中花色苷可能结构 

Fig.3  Possible structure of anthocyanin in that extract of 
Acanthopanax senticosus dried fruit 
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