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3.南京林业大学森林资源高效利用协同创新中心，江苏南京 210037）

摘　要：为解决目前使用酶和超声两步法提取存在有机试剂消耗量高和提取时间长的问题，实现文冠果叶皂苷高效

提取，本研究从腐殖土壤中定向筛选耐乙醇的产酶菌株，根据其发酵后获得混合酶的耐乙醇特性，设计一步超声-
酶-乙醇提取文冠果叶皂苷工艺并与超声辅助酶解提取（两步法）进行比较。通过单因素及响应面试验优化条件，

采用超高效液相色谱 -串联质谱法（Ultra-performance  liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry，UPLC-
MS/MS）、环境扫描电子显微镜（Scanning electron microscopy，SEM）、傅立叶变换红外光谱（Fourier transform
infrared spectroscopy，FT-IR）和 X射线衍射（X-ray diffraction，XRD）表征和解析了文冠果叶残渣的结构特征。

结果表明，黑曲霉 Aspergillus niger 42发酵的混合酶耐乙醇效果最佳，其分泌的耐乙醇纤维素混合酶（内切葡聚糖

酶酶活 254±0.05 U/mL）在 40%乙醇中稳定性显著（P<0.001）（β-葡萄糖苷酶和木聚糖酶相对酶活分别保留

78.67%±0.25%和 55.34%±4.00%），且不产生赭曲霉毒素，安全性高。响应面试验显示，以混合酶作为溶液，无

水乙醇作为溶质，在最优条件下（超声温度 55 ℃、功率 300 W、乙醇浓度 40%、时间 30 min），皂苷得率达

14.98%±0.08%，较超声乙醇提取（7.42%±0.23%）提升 101.89%，且乙醇用量较两步法减少 30%，皂苷得率提高

59%（9.42%±0.04%）。UPLC-Q-TOF MS证实一步法提取物的皂苷组成未变且较两步法含量显著增加。SEM、

FT-IR和 XRD结果分析表明，一步法较两步法处理对原料表观结构的破坏更大，对结构中的 O-H、C=C和 C-O-
C等化学键被破坏更明显且无定形区被充分降解，该一步法兼具皂苷得率高、溶剂消耗低、操作条件温和及环境

友好等优势，为文冠果叶皂苷的绿色高效提取提供了新解决方案，对其他天然活性物质的提取提供借鉴。
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Abstract：To address the current issues of high consumption of organic solvent and prolonged extraction time inherent in
the two-step method involving enzymes and ultrasound for efficient extraction of saponins from Xanthoceras sorbifolium
leaves.  A specific  strain  of  black aspergillus  fungus from humus soil  was selectively  isolated in  this  study.  Based on the
ethanol tolerance characteristics of the mixed enzymes obtained after fermentation, a one-step method using ultrasonication-
enzyme-ethanol extraction process for saponins from Xanthoceras sorbifolium leaves was designed and compared with the
ultrasonication-assisted  enzymatic  extraction  (two-step  method).  The  optimized  conditions  through  single  factor  and
response  surface  experiments  were  employed  to  analyze  samples  using  ultra-performance  liquid  chromatography-tandem
mass  spectrometry  (UPLC-MS/MS),  scanning  electron  microscopy  (SEM),  Fourier  transform  infrared  spectroscopy  (FT-
IR),  and  X-ray  diffraction  (XRD)  to  characterize  and  analyze  the  structural  features  of  the Xanthoceras  sorbifolium  leaf
residue.  As  a  results,  the  ethanol-tolerant  cellulase  mixed  enzyme  secreted  by  this  strain,  exhibiting  an  endoglucanase
activity of 254±0.05 U/mL, which was demonstrated remarkable stability in 40% ethanol, with relative enzyme activities of
β-glucosidase  and  xylanase  retained  at  78.67%±0.25% and  55.34%±4.00%,  respectively.  Importantly,  the  mixed  enzyme
does not contain ochratoxin, ensuring high safety. Under optimal conditions (ultrasonic temperature 55 ℃, power 300 W,
ethanol concentration 40%, time 30 min) with mixed enzyme as a solution and anhydrous ethanol as a solvent, the response
surface  experiments  revealed  that  saponin  yield  reached  14.98%±0.08%,  representing  a  101.89%  increase  compared  to
ultrasonic ethanol extraction (7.42%±0.23%). Furthermore, ethanol consumption was reduced by 30% relative to the two-
step method, while saponin yield improved by 59% (9.42%±0.04%). UPLC-Q-TOF MS analysis confirmed that the saponin
composition unchanged remained from one-step method and showing a significant increase in content compared to the two
step  method.  Besides,  SEM,  FT-IR  and  XRD  further  confirmed  the  effectiveness  of  one-step  method,  inducing  more
substantial material degradation than the two-step method, more pronounced disruption of O-H, C=C and C-O-C bonds and
complete  degradation  of  amorphous  regions.  This  one-step  method  combined  the  advantages  of  high  saponin  yield,  low
solvent  consumption,  mild  operating  conditions,  and environmental  friendliness,  providing a  novel  solution  for  the  green
and efficient extraction of saponins from Xanthoceras sorbifolium leaves and offering valuable insight for the extraction of
other natural active compounds.

Key words：strains screening；ethanol-tolerant cellulase；saponins from Xanthoceras sorbifolium Bunge leaves；enzymatic

characteristics；one-step method；process optimization

文冠果（Xanthoceras sorbifolium Bunge）又名文

冠花、崖木花，是无患子科文冠果属落叶乔木[1]。文

冠果叶含有丰富的三萜皂苷资源，以及黄酮和生物碱

等多种生物活性成分，具有抗肿瘤[2]、抗氧化[3]、抗

炎[4] 和神经保护作用[5] 等药理活性，其叶片于 2023
年 8月 1日通过国家卫生健康委员会审批正式成为

新资源食品。然而，活性物质提取过程中，植物细胞

壁中纤维素-半纤维素-木质素的复杂交联结构严重

限制了其活性成分释放，导致皂苷得率较低，需要探

索高效的提取方法。目前报道的提取方法如索氏提

取、微波辅助提取、深共熔溶剂等存在能耗高[6]、提

取溶剂昂贵[7] 和易破坏热敏性成分等缺点[8]。相比

之下，酶法提取具有条件温和（pH4.5~5.5，40~50 ℃）、

环境友好等优势，单一纤维素商品酶对文冠果叶的降

解效率差，需要多种商品酶复配提取会显著增加成

本[9]。因此研究绿色、快速、低成本的皂苷提取方

法，有助于文冠果叶皂苷的深加工。

多种方法联合使用可以有效提高皂苷的提取

率，如何敏等[10] 使用表面活性剂协同红外辅助提取

柴胡皂苷提取率为 8.42 mg·g−1；林通等[11] 通过超声

波与酶耦合萃取技术提取人参皂苷含量为 239.32±
0.35 mg/L。然而，现有超声-酶耦联技术普遍采用分

步操作模式，存在三个关键局限：常规纤维素酶在乙

醇溶液中易失活，限制同步提取；需使用 70%~80%高

浓度乙醇；操作流程繁琐耗时。针对上述瓶颈，建立

超声、酶解和乙醇溶剂提取同步进行的一步法提取

工艺，其核心在于构建耐乙醇的纤维素酶，但真菌来

源的耐乙醇纤维素酶制备研究尚不充分，在文冠果叶

皂苷提取中的应用未见报道。因此，开展真菌乙醇耐

性纤维素酶的制备与应用研究，不仅可拓展纤维素酶

在天然产物提取中的应用范围，而且为建立"超声-
酶-乙醇"一步法高效提取工艺奠定基础，对推动绿色

提取技术的发展具有重要价值。

因此，本研究通过定向筛选高效降解文冠果叶

的真菌菌株，获取耐乙醇的纤维素混合酶并对其酶学

特性进行研究，建立“超声-酶-乙醇”同步作用的一步

法提取新工艺。通过单因素和响应面优化试验，实现

文冠果叶皂苷的高效绿色提取，为文冠果叶皂苷的提

取提供了理论依据和技术支持，也为其他植物天然产

物的绿色高效提取提供借鉴。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

腐殖土壤样品　江苏省南京市紫金山森林；干

燥文冠果叶　来源于山东省潍坊市；羧甲基纤维素

钠、对硝基苯酚葡萄糖苷（优级纯）、木糖（分析纯）　

国药集团化学试剂有限公司；木聚糖（优级纯）　美

国 Singma-Aldrich公司；对硝基苯酚（HPLC≥99.5%）

　上海易恩化学技术有限公司；齐墩果酸（HPLC≥
98%）　上海源叶生物科技有限公司；商品纤维素酶

（15000 U/mL）　沧州夏盛生物科技开发有限公司；
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赭曲霉毒素 ELISA试剂盒　百奥森食品安全科技有

限公司。

ZBRTD-211数显恒温水浴锅　上海力辰邦西

仪器科技有限公司；JFZD-200A台式恒温振荡摇床

　杭州旌斐仪器科技有限公司；SpectraMaxi3x酶标

仪　上海美谷生物科技有限公司；BXM-30R高压蒸

汽灭菌锅　上海博迅医疗生物仪器股份有限公司；

Quanta 200环境扫描电子显微镜　美国 FEI公司；

VERTEX80V傅立叶变换红外光谱仪　德国 Bruker
公司；XRD Ultima IV组合型多功能水平 X射线衍

射仪　日本理学株式会社。

 1.2　实验方法

 1.2.1   菌株的筛选

 1.2.1.1   菌株的分离　从腐殖土壤采集样品，通过稀

释涂布法在 PDA培养基上分离、纯化菌株。随后参

考 Lei等[9] 方法并稍作修改进行菌株的第一轮筛选：

以文冠果叶（粉碎过 20目筛）作为唯一碳源进行液态

发酵产酶，综合考虑木聚糖酶、内切葡聚糖酶、滤纸

酶和 β-葡萄糖苷酶 4种酶活力，筛选出酶活性表现

较高的菌株进入第二轮筛选，第二轮筛选以菌株发酵

产酶的耐乙醇特性为评价指标。

 1.2.1.2   粗酶液制备与酶活力测定　粗酶液的制备：

称量 1.00 g文冠果叶于 100 mL锥形瓶添加 80 mL
蒸馏水高压灭菌 15 min，冷却至室温在超净工作台

中接种 2块直径 7 mm大小、35 ℃ 培养 2 d的菌块

（2轮筛选得到的最佳菌株），在 35 ℃、180 r/min发酵

4 d。发酵结束后，取 10 mL上清液，以 12000 r/min
离心 5 min。所得上清液过 0.22 µm的水系滤膜，即

为粗酶液（混合酶）。

酶活力的测定：参照 Wang等[12]、Shrestha等[13]

方法测定混合酶液中的内切葡聚糖酶、滤纸酶、木

聚糖酶和 β-葡萄糖苷酶的酶活力。分别以羧甲基纤

维素、滤纸、木聚糖和对硝基苯基葡萄糖苷为底物

测定内切葡聚糖酶（CMCase，CMC）、滤纸酶（Fpase，
FPA）、木聚糖酶（Xylanase，Xyl）和 β-葡萄糖苷酶（β-
Glucosidase，BG）的活力。实验组：酶液与底物（1:2，
v/v）50 ℃ 反应 10 min（CMC与 Xyl均 10 min，FPA
30 min），加 60 µL DNS煮沸 5 min，冷却加 200 µL
蒸馏水混匀在 540  nm测吸光度。对照组：先加

DNS灭活酶再加底物反应，其余步骤同实验组。

BG活力 ： 10  µL酶液与 20  µL底物 50 ℃ 反应

10 min，加 100 µL 0.1 mol/L NaHCO3和 70 µL蒸馏

水，400 nm测吸光度。

 1.2.1.3   菌株的生物学鉴定及粗酶液中赭曲霉毒素

的检测　菌株的生物学鉴定：采用形态学和分子生物

学鉴定经过第二轮筛选得到的最佳菌株。在 PDA培

养基上活化最优菌株，置于 35 ℃ 培养 2~3 d，观察真

菌的菌落形态。随后送至上海宏序生物科技有限公

司进行 ITS序列测序。所测的基因序列在 National
Center for Biotechnology Information（NCBI）核酸序

列数据库进行 Blast（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi）在线比对，找出与所测序列同源性最高的

菌株。利用 MEGA11软件将所获得的相似序列通

过邻接法 （neighbor-joining  method）构建系统发

育树。

粗酶液中赭曲霉毒素的检测：根据 GB 5009.96-
2016《食品安全国家标准 食品中赭曲霉毒素 A的测

定》规定的酶联免疫吸附法（ELISA）检测酶液中的赭

曲霉毒素。

 1.2.2   酶学特性研究

 1.2.2.1   最适温度和最适 pH测定　将自制混合酶置

于 30~80 ℃ 梯度温度下进行酶促反应，在 pH为 5
下确定其最适反应温度；在最适温度条件下（50 ℃），

将缓冲液 pH调节至 3~8，测定并确定最适 pH。定

义测得的最高酶活为 100%，计算相对酶活，酶活力

测定方法同 1.2.1.2。

 1.2.2.2   耐乙醇特性研究　将混合酶与 10%~60%
的乙醇（以无水乙醇作为溶质，酶液作为溶剂）混合均

匀于室温下放置，测定 30、90、150 min时的内切葡

聚糖酶、滤纸酶、β-葡萄糖苷酶和木聚糖酶活力。定

义未处理的酶活为 100%，计算相对酶活，酶活力测

定方法同 1.2.1.2。

 1.2.2.3   超声处理对酶活性的影响　实验组：使用

不同浓度的乙醇分别与混合酶混合均匀，在 55 ℃、

300 W超声 30 min。对照组：未经过超声处理，其它

条件同实验组。测定超声前后的滤纸酶、β-葡萄糖

苷酶、内切葡聚糖酶和木聚糖酶活力，探究在一定浓

度乙醇存在下超声与酶活性的关系。

 1.2.3   一步超声-酶-乙醇提取文冠果叶皂苷工艺　

称量 0.10 g用石油醚脱脂后的文冠果叶，以混合酶

作为溶液，无水乙醇作为溶质，调节乙醇浓度达到

10%至 60%的浓度范围，料液比 1:50 g/mL，在一定

条件下进行超声提取。该过程的 pH和温度根据酶

学特性研究获得的结果进行设置。

提取结束的样品以 6000 r/min离心 10 min，收
集上清液用于测定皂苷含量。皂苷含量测定参考

Hiai等[14] 的方法稍作修改：取 10 µL待测液与 20 µL
8%（w/v）的香草醛和 200 µL 72%（w/v）浓硫酸混合

均匀，60 ℃ 水浴中反应 10  min，反应结束冰浴

15 min，在 538 nm处测量吸光值，皂苷得率（%）根据

以下公式计算：

X(%) =
C×V×N
m ×100

式中，X：皂苷得率，%；C：根据标准曲线计算的

皂苷浓度，mg/mL；V：提取液总体积，mL；N：稀释倍

数；m：样品质量，mg。

 1.2.4   文冠果叶皂苷提取工艺优化

 1.2.4.1   单因素实验　称量脱脂文冠果叶 0.10 g，以
皂苷得率为评价指标，固定初始参数为乙醇浓度

40%、超声时间 15 min、超声温度 50 ℃、超声功率

120 W。依次考察乙醇浓度（10%、20%、30%、40%、
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50%、 60%、 70%） 、 超 声 时 间 （ 15、 30、 45、 60、
75 min）、超声温度（45、50、55、60、65 ℃）和超声功

率（120、180、240、300、360 W）对一步法提取皂苷

得率的影响。

 1.2.4.2   响应面优化一步法提取文冠果叶皂苷　根

据单因素结果，选择对皂苷得率影响最大的三个因素

超声温度、超声功率和乙醇浓度使用 Design Expert
Ver.13.0设计三因素三水平响应面优化试验（试验因

素水平如表 1所示），以皂苷得率（Y）作为响应值，通

过回归方程拟合分析得到最佳提取条件。
  

表 1    响应面试验设计因素与水平
Table 1    Box-Behnken test factors and levels

水平

因素

A
超声温度（℃）

B
超声功率（W）

C
乙醇浓度（%）

1 50 240 30
0 55 300 40
−1 60 360 50

 

 1.2.5   比较不同方法提取皂苷

 1.2.5.1   不同方法提取皂苷　为研究优化后的一步

法（MUE）提取文冠果叶皂苷的有效性，将其与超声

乙醇提取（UE）、两步法（UME），即超声乙醇辅助酶

解提取法（先酶解再超声乙醇提取）进行比较。所有

提取方法均参考朱美旗等[15] 报道的方法并稍作修改：

超声乙醇提取（UE）：准确称取 0.10 g脱脂文冠果叶

粉，按料液比 1:50（g/mL）加入 70%乙醇，于 60 ℃、

300 W超声提取 30 min，过滤测定皂苷含量。 两步

法：取 0.10 g样品，按料液比 1:50 g/mL加入含商品

纤维素酶（450 U/mL）的缓冲液，50 ℃、180 r/min振

荡酶解 30 min，灭酶、过滤。残渣同超声乙醇提取条

件，合并两次滤液测定皂苷含量。

 1.2.5.2   分析不同方法提取物　采用超高效液相色

谱（Ultra Performance Liquid Chromatography，UPLC）
和串联质谱（Tandem mass spectrometry，MS/MS）分
析鉴定一步法、超声乙醇提取的三萜类化合物[16]。样

品前处理：分别取不同方法提取液 200 µL，加入等体

积含内标的 70%甲醇溶液，涡旋 15 min，4 ℃ 条件下

以 12000 r/min离心 3 min，移取上清液，用 0.22 µm
的微孔滤膜过滤后，保存于进样瓶中上机检测。

色谱条件 ：Agilent  SB-C18 色谱柱 （ 1.8  µm×
2.1 mm×100 mm）40 ℃ 分离；流动相由 A相为超纯

水（加入 0.1%的甲酸）和 B相为乙腈（加入 0.1%的

甲酸）组成；进样量 2 µL后洗脱梯度为 0.00 min，5%
B；9.00 min，95% B；10.00~11.10 min，5% B，并以 5%
B平衡至 14 min。

质谱条件：电喷雾离子源（electrospray ioniza-
tion，ESI）温度 500 ℃；离子喷雾电压（IS）5500 V（正

离子模式）/−4500 V（负离子模式），碰撞诱导解离参

数设置为高。最后优化各个 MRM离子对的去簇电

压（declustering  potential，DP）和碰撞能（collision-

energy，CE），最后基于自建数据库 MWDB（metware
database），根据二级谱信息进行物质定性定量。

 1.2.5.3   文冠果叶及其降解残渣的表征　微观结构

观察：将不同方法提取后的文冠果叶残渣粘贴在载玻

片上并涂上金粉，利用扫描电子显微镜观察文冠果叶

粉的形态特征。

红外分析：对不同方法提取的悬浊液以 6000 r/
min离心 10 min，残渣于 40 ℃ 烘至恒重后备用。以

未处理的文冠果叶粉作为对照，参照李雪等[17] 的方

法对其进行结构表征，将不同方法提取后的文冠果叶

残渣进行红外光谱扫描，样品分别与 KBr混合研磨

压制成半透明薄片，在 500~4000 cm−1 下测量样品的

红外光谱，每个光谱平均由 60次独立扫描组成。

晶体结构观察：使用 X射线衍射仪测定不同方

法提取后的文冠果叶残渣的晶形结构，在 40 kV和

15 mA下用 Cu-Kα 辐射评估冻干样品的晶体结构，

衍射角范围在 5°~50°（2θ）之间测量，扫描速度为

5°/min。

 1.3　数据处理

所有实验均重复三次，结果以平均值±标准偏差

表示，使用 IBM SPSS Statistics 27软件进行数据的

单因素方差分析和多重比较（邓肯检验或最小显著差

异检验），以上统计分析 P<0.05被认为具有显著差

异，并使用 Origin 2021作图。

 2　结果与分析

 2.1　产耐乙醇纤维素酶的菌株

从腐殖土壤样品中一共分离纯化出 87株真菌

菌株，综合比较滤纸酶（Fpase，FPA）、内切葡聚糖酶
 

表 2    20株高产纤维素酶和半纤维素酶的真菌菌株

Table 2    20 Fungal strains with high yields of cellulase
and hemicellulase

菌株 CMC（U/mL） FPA（U/mL） BG（U/mL） Xyl*（U/mL）

B4 26.37±5.99i 202.93±3.88e 23.10±3.22a 100.98±6.27o

B6 162.32±5.04c 166.27±1.35f 6.78±0.72c 487.75±5.93b

D6 139.07±5.83f 34.94±4.31mn 8.43±0.92c 402. 62±5.60e

D15 188.98±8.82ab 23.10±0.66p 7.45±0.67d 189.37±7.30j

D17 116.33±7.61g 37.56±2.58im 14.06±0.82b 141.96±4.16m

D13 141.86±6.86ef 24.85±3.69o 2.42±0.09d 163.86±2.24k

D4 146.80±9.57de 57.78±0.65k 6.73±1.21c 155.29±6.73kl

D43 200.88±3.21a 65.53±4.46k 2.46±0.45d 290.73±5.72g

2 130.82±1.66f 43.53±6.89i 15.41±1.70b 423.95±7.25d

11 146.53±6.67de 27.13±2.64no 15.72±0.43b 444.90±6.93c

14 104.67±8.69g 27.89±3.31no 15.41±0.73b 438.58±8.54c

16 157.17±6.23cd 366.08±1.82c 2.66±0.29d 578.24±0.94a

17 129.47±8.35f 20.95±1.18o 14.53±2.10b 145.47±5.11lm

22 178.26±9.59b 67.07±0.58j 2.92±0.34d 278.10±6.88h

41 178.03±8.20cde 427.91±2.16b 2.08±0.22d 486.54±1.57b

42 149.74±3.55de 496.26±2.72a 2.59±0.44d 228.01±5.48i

S6 112.32±6.10g 349.77±2.25d 3.32±1.81d 60.96±2.70n

96 13.16±7.53j 156.51±4.31g 8.74±2.43c 104.03±6.27n

B22 49.19±5.60h 99.70±7.20h 1.93±0.03d 386.27±3.63f

55 56.06±1.39de 129.92±1.42i 8.09±1. 60d 163.70±7.53k

注：*为半纤维素酶，其余为纤维素酶；同列不同的小写字母表示菌株间
数据差异显著（P<0.05）。
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（CMCase，CMC）、 β-葡萄糖苷酶 （ β-Glucosidase，
BG）、木聚糖酶（Xylanase，Xyl）活力，筛选出 20株黑

色曲霉优势菌株，结果如表 2所示。

对 20株菌发酵产的混合酶进行耐乙醇实验，筛

选可以高效耐乙醇的产酶菌株。结果如图 1所示，

20株菌株发酵产的滤纸酶、内切葡聚糖酶、木聚糖

酶和 β-葡萄糖苷酶经过 40%乙醇处理 30 min，都具

有一定的乙醇耐受性，但综合比较 4种酶耐乙醇特

性，仅有菌株 42表现出较好的耐乙醇能力，其 β-葡
萄糖苷酶和木聚糖酶相对酶活分别保留 78.67%±
0.25%和 55.34%±4.00%，最终选择菌株 42作为优

势菌株。

结合形态学和分子生物学比对结果构建系统发

育树（图 2），菌株 42为 Aspergillus niger。此外，利

用 ELISA方法检测黑曲霉可能产生的赭曲霉毒素含

量，菌株 42发酵物中，该毒素的含量为0 µg/kg，表明

该菌株是一株安全菌株，可用于工业生产。
  

0.01

42

Aspergillus niger (OP737610.1)

Aspergillus guangxiensis (NR 198079.1)

Aspergillus telluris (NR 198080.1)

Aspergillus doliiformis (NR 198189.1)

Aspergillus cylindricus (NR 198188.1)

Aspergillus dhakephalkarii (NR 199754.1)

Aspergillus alvaroi (NR 198698.1)

Aspergillus pseudoalabamensis (NR 198187.1)

Aspergillus marneyi (NR 198186.1)

Elaphomyces favosus (NR 154627.1)

图 2    菌株 42的系统发育树
Fig.2    Phylogenetic tree of strain 42

 

 2.2　酶学特性分析

 2.2.1   最适温度和最适 pH　酶是能够加速高效化学
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图 1    第二轮筛选 20株菌发酵产酶的耐乙醇特性研究

Fig.1    Characterisation of ethanol resistance of enzymes
produced by fermentation of 20 strains of bacteria

in the second round of screening
注：A. 内切葡聚糖酶；B. 滤纸酶；C. 木聚糖酶；D. β-葡萄苷酶；
不同小写字母表示菌株间差异显著（P<0.001）。
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图 3    混合酶的最适温度与 pH
Fig.3    Optimum temperature and pH of enzyme cocktails

注：A为最适温度；B为最适 pH。
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反应的天然催化剂，但是酶易受温度和 pH的影响，

因此，研究酶学特性参数是保持高效催化作用的关

键因素[18]。如图 3所示，在 30~50 ℃，滤纸酶、内切

葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶和木聚糖酶的最适温度为

50 ℃，与 Herculano等[19] 报道使用曲霉发酵蓖麻豆

粕产的纤维素酶的最适温度一致。在 pH特性方面，

滤纸酶、内切葡聚糖酶、β-葡萄糖苷酶、木聚糖酶的

最适 pH为 5.0。

 2.2.2   耐乙醇特性研究　研究混合酶耐乙醇特性有

利于提高混合酶的应用，使用不同浓度乙醇对混合酶

处理 30~150 min结果如图 4所示：使用低浓度 10%
乙醇处理 30 min，β-葡萄糖苷酶、木聚糖酶、内切葡

聚糖酶和滤纸酶的相对酶活均大于 55%；当乙醇浓

度提高至 30%，除内切葡聚糖酶活性丧失，其余酶的

相对酶活仍大于 50%；乙醇浓度继续升高至 40%~

60%，仅有 β-葡萄糖苷酶在高浓度 60%乙醇处理

30 min，仍然保持 62.82%±0.31%的相对酶活。说

明 β-葡萄糖苷酶表现出最优异的乙醇耐受性，木聚

糖酶和滤纸酶次之，而内切葡聚糖酶对乙醇最敏感。

 2.2.3   超声对酶活性的影响　结果如图 5所示：与未

处理组（超声前）相比，在 32%、40%和 48%乙醇条

件下经 30 min超声处理后，滤纸酶、内切葡聚糖酶
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图 4    混合酶耐乙醇特性研究

Fig.4    Characterisation of ethanol resistance
of enzyme cocktails

注：A为 10%~60%乙醇处理 30 min；B为 10%~60%乙醇处
理 90 min；C为 10%~60%乙醇处理 150 min。
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图 5    不同浓度乙醇一步法超声提取前后的酶活

Fig.5    Enzyme activities before and after one-step ultrasonic
extraction with different concentrations of ethanol

注：A. 滤纸酶活力；B. β-葡萄糖苷酶活力；C. 内切葡聚糖酶活
力；D. 木聚糖酶活力；不同大写字母表示组内有显著性差异，
P<0.01，不同小写字母表示组间差异显著，P<0.01。
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和木聚糖酶活力均显著提高（P<0.01）。其中，对于滤

纸酶和木聚糖酶，40%乙醇超声处理后效果最优活

力，两者分别达到未处理组的 3.16倍和 2.61倍；当

乙醇浓度升至 48%时，超声处理后的滤纸酶和内切

葡聚糖酶活力略有下降，但木聚糖酶活力进一步增

至 3.29倍，这可能与不同酶的基因编码差异及其对

超声响应的特异性有关[20]。超声波的物理和化学效

应有利于改变 3D结构的构象变化和狭窄的尺度尺

寸分布与分子基团可用性增加[21]，但不会破坏其三级

结构，导致隐藏的活性位点暴露在酶的表面，并

使它们被更多的底物分子接触 [22]。然而，β-葡萄

糖苷酶活性在超声处理后下降，推测是由于长时

间超声、超声强度过大破坏酶的构象、超声产生的羟

基或氢自由基与蛋白质骨架反应阻塞活性位点导致

酶聚集，造成活性位点阻塞 β-葡萄糖苷酶酶活性

下降[23]。

 2.3　提取工艺优化

 2.3.1   单因素实验　以皂苷得率为指标，对一步法提

取皂苷的工艺条件：乙醇浓度、超声温度、超声时

间、超声功率分别进行单因素优化，结果如图 6所示。

皂苷在乙醇溶液中具有更高的溶解度，从而促进皂苷

的释放[24]。乙醇浓度在 10%~40%时，皂苷得率随浓

度升高而增加，而超过 40%后得率下降，表明 40%
乙醇为最佳比例（图 6A）。如图 6A所示，随时间的增

加，皂苷得率逐渐增大在 30 min达到最大，随后趋于

平稳。试验温度范围内，皂苷得率随超声温度先升高

而增大，55 ℃ 皂苷得率达到最大 11.59%±0.18%（P<
0.01），继续升高温度，皂苷得率降低（图 6B）。因为

温度提高降低溶剂的黏度分子运动加快，从而增强

扩散性促进皂苷的溶解[25]，但温度过高，皂苷的糖

苷键和苷元结构易发生断裂，造成皂苷分解得率降

低[16]。从图 6B可知，皂苷得率也是随着超声功率的

升高，先增大而后减低，在 300 W皂苷得率达到最大

值 13.71%±0.17%（P<0.01）。由于超声功率越高，产

生的高速、强烈的空化效应和搅拌作用越强[26]，同时

混合酶和超声功率二者协同作用于文冠果叶细胞壁，

导致文冠果叶细胞壁结构破坏，皂苷得率增加；但超

声波功率过大，过高的功率导致超声空化过程中增加

了溶剂中的气泡数量，从而降低向介质传输的超声波

能量并降低皂苷得率[27]。基于上述试验结果，确定后

续优化试验的因素及其水平范围分别为：乙醇浓度

（30%~50%）、超声温度（50~60 ℃）和超声功率（240~
360 W）。

 2.3.2   响应面优化一步法提取文冠果叶皂苷　根据

单因素结果，选取超声温度、超声功率、乙醇浓度三

个因素进行 Box-Behken试验设计，结果如表 3所

示，皂苷得率变化为 7.32%~15.69%。基于试验结果

建立的二次回归模型为：

皂 苷 得 率 （ %） =14.966−0.43875A+0.6725B+
0.12375C−0.1175AB−0.275AC−0.8975BC−2.293A2−
3.3305B2−2.608C2。
 
 

表 3    响应面试验设计及结果
Table 3    Box-Behken design and experimental results

实验号 温度（℃） 超声功率（W） 乙醇浓度（%） 皂苷得率（%）

1 55 300 40 14.71±0.16
2 55 300 40 14.98±0.38
3 55 300 40 13.97±0.26
4 50 300 30 10.04±0.10
5 60 360 40 9.38±0.23
6 60 240 40 8.24±0.10
7 55 300 40 15.69±0.27
8 50 300 50 10.78±0.19
9 55 360 50 8.94±0.28
10 60 300 30 9.90±0.04
11 55 360 30 10.43±0.24
12 50 360 40 10.68±0.17
13 60 300 50 9.54±0.27
14 55 300 40 15.48±0.34
15 55 240 30 7.32±0.03
16 50 240 40 9.07±0.30
17 55 240 50 9.42±0.26

 

对该模型的方差分析结果如表 4所示。回归模

型的 F 值为 47.44，P˂0.0001，表明模型极显著，失

拟项 P=0.9798>0.05，表明失拟项不显著。该模型

的总决定系数 R2 为 0.9839，调整决定系数 R2
Adj 为

0.9631，预测决定系数 R2
Pred 为 0.9653，说明模型的

拟合程度好，准确性和可靠性高。根据 F 值可知影
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图 6    提取条件对皂苷得率的影响

Fig.6    Effect of extraction conditions on the extraction
rate of saponins

注：A. 乙醇浓度与超声时间；B. 超声功率与超声温度；不同字
母表示有显著性差异，P<0.01。
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响皂苷得率的因素大小：超声功率>超声温度>乙醇

浓度。

响应面各因素之间交互作用分析如图 7所示：

在超声温度不变的情况下，皂苷得率随着超声功率的

增加而呈现上升趋势，在 300 W有最大的响应值，沿

着乙醇浓度轴也有显著的影响，且等高线图为椭圆

形，表明这两个因素有强烈的交互作用。根据响应面

软件预测得到的最佳一步法提取皂苷的条件为：超声

温度 54.50 ℃、超声功率 306.08  W、乙醇浓度为

40.11%，在此条件下一步法提取皂苷的理论值为

15.02%。结合实际操作情况，调整超声温度为 55 ℃、

超声功率 300 W、乙醇浓度为 40%、超声 30 min进

行 3次重复试验验证 Design Expert Ver.13.0预测结

果，得到皂苷得率为 14.98%±0.08%。

 2.4　不同方法提取皂苷效果的比较

 2.4.1   不同方法提取的皂苷得率比较　比较 3种方

法提取文冠果叶中的皂苷得率如表 5所示。皂苷得

率由低到高顺序：超声乙醇提取（UE）˂两步法

（UME）˂一步法提取（MUE）。植物细胞壁主要是由

纤维素、半纤维素、木质素和果胶相互交联而形成

的，是植物有效成分溶出的主要物理障碍[28]，利用两

步法提取文冠果叶皂苷得率为 9.42%±0.04%，仅高

于超声乙醇提取（7.42%±0.23%），而定向筛选的纤维

素混合酶与超声乙醇联用建立的一步法提取文冠果

叶皂苷得率为 14.98%±0.08%，与超声乙醇提取和两

步法相比，皂苷得率分别提高 101.89%和 59.02%，

表明一步法提取效果显著（P˂0.01）优于其他方法。

此外，一步法与张媛媛等[29] 使用微波辅助离子液体

提取文冠果叶皂苷（6.34%）相比，产率显著提高了

136.27%。一步法将超声、酶、乙醇三者联合，同时

发挥作用提高皂苷得率，通过超声波产生的空化效

应、热效应和机械效应，使溶剂之间发生剧烈的撞

击，这种撞击作用很容易破坏植物细胞壁，从而将细

胞内的物质释放到提取溶剂中[30]，皂苷具有两亲性，

可能在乙醇溶液中提取效果更好；同时利用文冠果叶

作为底物发酵产生的纤维素混合酶具有专一性和耐

乙醇性，高效发挥酶解作用加速细胞壁破裂促进皂苷

溶出[31]。已有研究表明适当的超声波会破坏纤维素

酶的结构，增加其表面积，导致酶表面结构更粗糙，比

表面积更大，有利于在随后的酶水解过程中更容易与

底物结合，从而提高酶活性[32]。一步法与传统方法相

比，具有皂苷得率高、工艺流程简单、快速（常规法先

酶解 5  h[11]，再超声提取 1  h，一步法时间缩短

91.67%）、减少有机溶剂的使用量（常规超声乙醇提

取，乙醇用量 70%[33]，一步法仅需 40%）的优点，这些

优势使得一步法兼具高效性、环保性和经济性，为工

业化生产应用提供理论依据。
  

表 5    不同方法提取文冠果叶皂苷
Table 5    Different extraction methods for extracting saponins

from Xanthoceras sorbifolium Bunge leaves

提取方法 皂苷得率（%）

超声乙醇提取 7.42±0.23c

两步法 9.42±0.04b

一步法 14.98±0.08a

注：同列不同字母表示有显著性差异，P<0.01。
 

 2.4.2   不同方法提取的皂苷组分分析与比较　使用

UPLC-Q-TOF MS研究酶乙醇一步超声提取和超声

乙醇提取的皂苷的组成，从文冠果叶提取出的提取物

鉴定出 31种萜类化合物，其中包含 9种皂苷和 3种

甾体皂苷。包括知母皂苷 H1、齐墩果酸、原薯蓣皂

 

表 4    皂苷提取得率的方差分析

Table 4    Analysis of variance (ANOVA) of saponin
extraction yield

因素 平方和 自由度 均方 F值 P值 显著性

模型 117.41 9 13.05 47.44 ˂0.0001 **
A 1.54 1 1.54 5.60 0.0498 *
B 3.61 1 3.61 13.15 0.0084 **
C 0.12 1 0.12 0.44 0.5258
AB 0.05 1 0.05 0.20 0.6675
AC 0.30 1 0.30 1.10 0.3291
BC 3.22 1 3.22 11.71 0.0110 *
A² 22.13 1 22.13 80.50 ˂0.0001 **
B² 46.70 1 46.70 169.84 ˂0.0001 **
C² 28.63 1 28.63 104.14 ˂0.0001 **

残差 1.92 7 0.27
失拟项 0.07 3 0.02 0.05 0.9798 不显著

纯误差 1.85 4 0.46
总和 119.34 16

R2 0.9839
R2

Adj 0.9631

注：*表示显著（P<0.05）；**表示极显著（P<0.01）。
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图 7    提取变量对皂苷得率的显著交互作用响应面图

Fig.7    Response surface 3D plots presenting the significant
interactive effect of extraction variables to the saponin yield
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苷等。一步法提取和超声乙醇提取物的组成相似，说

明不同方法提取并没有改变萜类物质，仅在相对含含

量上有一定差异，具体信息见表 6。利用一步法提取

甾体皂苷 Protodioscin、三萜皂苷 Protodioscin 3,12,

23,25-tetrahydroxy-20S,24S-epoxydammarane-3-O-

xylosylglucoside的峰面积明显高于超声乙醇提取，

说明酶乙醇一步超声提取皂苷是一种绿色高效的

方法。

 2.5　不同方法提取对文冠果叶结构的影响

 2.5.1   不同方法提取对文冠果叶微观结构的影响　

图 8为扫描电子显微镜（SEM）记录的不同处理文冠

果叶的表面形貌。未经任何处理的文冠果叶细胞结

构皆完整、紧密。经过不同处理后，叶粉表面粗糙，

细胞表面明显受损。利用 70%乙醇超声（图 8b）提
 

表 6    采用 UPLC-Q-TOF MS鉴定使用不同方法从文冠果叶提取的萜类物质

Table 6    Identification of terpenoids extracted from Xanthoceras sorbifolium Bunge leaves using different
methods by UPLC-Q-TOF MS

编
号

化合物
保留时间
（min）

离子碎片信息 m/z 分子式 分子结构式
峰面积

一步法提取 超声乙醇提取

1 xanthocerasic acid 5.20

471.34，441.33，191.17
453.33，423.32，435.32

217.15，425.34
203.17，423.33

471.34 C30H46O4 335356.68 477413.37

2 Saikogenin B 5.50

457.36，439.35
191.17，427.35
409.34，421.34
203.14，231.17
203.17，133.09

457.37 C30H48O3 649622.12 326642.07

3 Oleanolic acid-Glc-Glc 4.11

781.47，421.35
439.35，781.46
207.17，163.05
403.33，437.34
145.04，419.33

781.47 C42H68O13 37765.93 32076.52

4 积雪草酸（Asiatic
acid） 7.20

487.34，487.33，469.32
425.33，437.30，393.31
405.31，443.34，423.31

457.32
487.34 C30H48O5 225674.97 214216.96

5
Oleanolic acid-3-O-
xylosyl（1→3）
glucuronide

7.70

763.43，761.04，763.36
551.37，455.35，483.34
631.38，569.38，595.36

139.00
763.43 C41H64O13 350154.64 395285.87

6 知母皂苷 D
（Timosaponin D） 4.08

919.49，919.47，757.43
433.32，289.21，595.38
415.32，271.20，163.06

451.26
919.48 C45H74O19 70422.25 7933.47

7 知母皂苷H1
（Timosaponin H1） 3.89

1227.56，1095.50，1065.51
1223.73，1226.55，1095.53

1223.70，1223.77
1226.57，771.41

1227.56 C56H92O29 19163070.97 19234064.62

8 原薯蓣皂苷
（Protodioscin） 4.67

1047.55 901，50 901.48
1044.29，1044.27，1044.26

1044.25，1044.35
883.48，1044.32

1047.53 C51H84O22 221497.52 6802.13

9 Cordianol B 7.20
487.34，487.33，275.20
485.83，409.31，487.29

159.04，215.03
487.34 C30H48O5 164044.54 13463.83

10
3,12,23,25-

tetrahydroxy-20S,24S-
epoxydammarane-3-O-

xylosylglucoside
9.45

787.49，625.44，607.43
769.48，513.35，787.46

733.46，349.23
751.47，527.37

787.50 C41H70O14 876331.78 445785.93

11 2,3-Dihydroxy-12-
ursen-28-oic acid 2.33

451.12，289.07，245.08
451.12，451.11，313.07

205.05，137.02
203.07，165.02

471.35 C30H48O4 2104783.86 1441708.08
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取的样品细胞表面部分呈光滑状、有裂纹、细胞结构

部分被破坏，可能是乙醇是一种极性溶剂，能够有效

溶解植物中的活性成分，而且乙醇有较好的渗透性，

可以迅速渗透植物细胞，使溶剂能够与目标物质充分

接触提高提取率[34]。两步法（图 8c）提取文冠果叶皂

苷，其细胞壁受到较大的破坏、光滑，表面有物质溶

出，而经过一步法提取后的文冠果叶（图 8d），细胞结

构破坏程度更大，大面积呈现平滑，有明显的碎裂以

及溶出大量物质。可能是超声波产生的空化作用，协

同混合酶打破细胞壁并导致不同程度的细胞组织损

伤，从而导致裂纹与破裂[35]；同时乙醇加快活性物质

溶解到溶剂中。因此，相对两步法提取和超声乙醇提

取，采用一步法提取皂苷明显更快速高效。

 
 

a b

c d

图 8    不同方法提取后的文冠果叶的扫描电镜图（50 μm）
Fig.8    Scanning electron micrographs of Xanthoceras

sorbifolium leaves after extraction by different methods (50 μm)
注：a. 对照（未经任何处理的文冠果叶）；b. 超声乙醇提取样
品；c. 两步法提取样品；d. 一步法提取样品。
 

 2.5.2   不同方法提取对文冠果叶残渣 FT-IR光谱特

征分析　对经不同处理前后的文冠果叶残渣进行

FT-IR测试分析，如图 9所示：超声乙醇提取与对照

相比，在 3428.05 cm−1 与 1626.97 cm−1 处峰型和未

发生任何变化，峰强度略微降低。而经过两步法和一

步法提取后的文冠果叶残渣与对照相比，在 3428.05、
1240.70、1052.41与 1626.97 cm−1 处峰强度明显降

低，但是一步法处理后的特征峰强度变化更为显著。

3428.05 cm−1 处的峰是由于纤维素和半纤维素的

O-H拉伸振动[36]，1626.97 cm−1 处的峰对应木质素芳

香族结构中 C=C键的拉伸振动，1240.70 cm−1 是木

质素组分拉伸振动的结果，1052.41 cm−1 处的吸收峰

是半纤维素中醚键（C-O-C）的特征峰[37]，这可能是混

合酶酶解破坏了植物细胞壁结构，超声的空化作用加

强了植物细胞结构的破坏，导致峰强度下降明显。

 2.5.3   不同方法提取对文冠果叶晶体结构的影响　

X射线衍射（XRD）是一种用于表征聚合物晶体结构

的重要技术，能够深入分析经过不同处理后的文冠果

叶残渣结构。如图 10所示，经过超声乙醇提取、两

步法与对照相比，纤维素的晶体结构几乎一致，峰型

基本未发生改变，只存在强度上的差异，说明不同的

处理方法并未完全打破纤维素的晶体结构，但经过一

步法提取结束的文冠果叶残渣发生明显变化，出现新

的特征峰以及峰强度发生改变。可以通过结晶度指

数（CrI）直接描述生物质（如纤维素）的结晶度的相对

含量，或间接解释其无定形相[38]，利用一步法提取和

对照相比，结晶度增加了 0.21%，可能是一步法提取

去除了文冠果叶无定形成分。未处理的（CK）文冠果

叶主要为 C52O8H80（I型纤维）与 C54H60O8 对应均是

酚类化合物[39]。而经过超声乙醇提取和两步法提取

后，发现 C52O8H80 对应的特征峰强度降低，表明对应

的结晶强度下降以及 C54H60O8 消失说明超声可以

使得的细胞中的高分子发生降解为小分子。对比对

照、超声乙醇提取和两步法与 MUE提取方法，发现

MUE提取后，新出现 C20O12H32（COD 96-450-8027，
单体为乙酰乙酸甲酯）与 C16H28O8（COD 96-450-
8027，单体为丁酸甲酯）酯类化合物，这是因为超声

通过高频振动与空化效应对细胞壁产生巨大的剪切
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图 10    不同处理后的文冠果叶的 X射线衍射图

Fig.10    X-ray diffraction of Xanthoceras sorbifolium Bunge
leaves after different treatments

注：CK为对照（未经任何处理的文冠果叶），UE为超声乙醇
提取样品，UME为两步法，MUE为一步法提取样品；峰 1：
C20O12H32，峰 2：C52O8H80，峰 3：C16H28O8，峰 4：C54H60O8。
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图 9    不同提取方法的文冠果叶 FT-IR图

Fig.9    FT-IR plots of Xanthoceras sorbifolium Bunge leaves
extracted by different methods

注：CK为对照（未经任何处理的文冠果叶），UE为经超声乙
醇提取，UME为两步法提取样品，MUE为一步法提取样品。
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力[40]，破坏细胞壁，同时酶的加入可以进一步协助超

声加剧细胞壁的破坏，但同时超声也会使得长碳链结

构（C52O8H80 与 C54H60O8）发生破坏生成短链的酸、

醇类物质，并与酶或酶解产物发生反应酯类化合物，

因此一步法处理后产物增多，更彻底的破坏细胞壁。

 3　结论
本研究成功解决了传统的两步法提取皂苷时存

在的高有机溶剂消耗和提取时间长的问题。通过定

向筛选的一株能产耐乙醇纤维素酶菌株 Aspergillus
niger 42，并基于其酶学特性建立了高效提取文冠果

叶皂苷的一步法。在最优提取条件（提取温度 55 ℃、

纤维素酶酶液中乙醇含量 40%、超声功率 300 W处

理 30  min）下，文冠果叶中提取皂苷的得率达到

14.98%±0.08%，较两步法提高 1.58倍，并将酶解和

提取时间合并缩短至 30 min。通过 SEM、FT-IR和

XRD对文冠果叶进行表征和分析，发现一步法处理

较两步法对原料表观结构的破坏程度更大，O-H、

C=C和 C-O-C等化学键被破坏更明显且无定形区

被充分降解，下一步可以通过基因组探究一步法高效

提取的机理。该研究成果不仅为文冠果叶皂苷的绿

色高效提取提供了新的解决方案，也能为其他天然活

性物质的提取提供借鉴。

© The Author(s)  2026.  This  is  an  Open  Access  article
distributed  under  the  terms  of  the  Creative  Commons  Attribution
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