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摘  要：研究了酶法辅助聚乙二醇(PEG)-200 提取野菊花中绿原酸的工艺条件。以绿原酸提取率为考

察指标，纤维素酶用量、液固比、酶解温度和酶解时间为试验因素，通过单因素试验和响应面法对提

取工艺条件进行优化。在此基础上建立了不同液固比下的野菊花中绿原酸提取的 4 种数学模型。结果

表明：最佳工艺为纤维素酶用量 0.8%，液固比 20∶1(mL∶g)，酶解温度 55 ℃，酶解时间 2.5 h，在

此条件下野菊花绿原酸提取率可达 3.92%；Slogistic1 模型可以更好地拟合数学模型过程，是描述野菊

花中绿原酸提取过程的最佳数学模型。 
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Abstract: This study analyzes the extraction conditions of enzyme-assisted polyethylene glycol (PEG)-200 

extraction of chlorogenic acid from Chrysanthemum indicum. Single factor test and response surface method 

are used to optimize the extraction process by employing chlorogenic acid extraction rate as inspection index, 

with cellulase dosage, liquid-solid ratio, enzymolysis temperature and enzymolysis time as test factors. Under 

the optimized extraction condition, four mathematical models of chlorogenic acid extraction from 

Chrysanthemum indicum at different liquid-solid ratios are established. The results show that the optimal 

extraction condition are as follows: 0.8% cellulase, with a liquid-solid ratio of 20∶1(mL∶g), at 55 ℃

enzymolysis temperature and of 2.5 hours enzymolysis time. This optimal condition brings up the extraction 

rate of chlorogenic acid from Chrysanthemum indicum to 3.92%. Slogistic1 model can simulate the 

mathematical model process and best describe the extraction process of chlorogenic acid from 

Chrysanthemum indicum. 
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野菊花(Chrysanthemum indicum)为多年生草

本植物，多在秋冬时节初开，体轻，气芳香[1]。

具有降压、保护心血管系统、抗消化性溃疡、抗

病毒等药理作用[2-4]。 

目前关于野菊花中绿原酸的提取研究多集中

于不同提取工艺的优化，主要为超声法[5]、水浴

提取法[6]及超声-微波协同萃取法[7]等。但这些方

法不仅成本高、耗时长、溶剂耗量大且提取率低。

聚乙二醇（PEG）是一种成本较低、非挥发性且

性质比较稳定的环境友好型溶剂[8-9]。纤维素酶能

温和有效地降解植物细胞壁，加速活性成分溶出，

从而提高提取效果[10]。采用酶法辅助 PEG-200 提

取野菊花中绿原酸，并对其绿原酸提取过程进行

数学模型的研究尚未见报道。本试验以野菊花为

原材料，采用酶法辅助 PEG-200 超声提取法，用

Box- Benhnken 中心组合设计优化提取工艺，并建

立了不同液固比下绿原酸提取的数学模型，从而

为野菊花资源的进一步开发利用提供技术依据。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

野菊花药材：市售；纤维素酶（5×104 u/g）：

江苏锐阳生物科技有限公司；绿原酸对照品：天

津一方科技有限公司；其他试剂均为分析纯。 

SPECORD 50 PLUS 型紫外分光光谱仪：德国

耶拿分析仪器股份公司；KQ-500DB 数控超声波

清洗器：昆山市超声仪器有限公司；Hei-VAP Value 

Digital G3 旋转蒸发仪：德祥 Tengent；SHA-C 数

显水浴恒温振荡器：金坛市白塔新宝仪器厂；

PB-10 酸度计：赛多利斯科学仪器有限公司。 

1.2  试验方法 

1.2.1  标准曲线的绘制 

参照文献[11]绿原酸标准曲线测定方法，精密

称取 10.16 mg 绿原酸标准品于 100 mL 容量瓶中，

并用体积分数为 30% PEG-200 溶解稀释至刻度，

即得 101.6 μg/mL 的绿原酸标准溶液。分别准确

吸取 0、0.3、0.6、0.9、1.2 和 1.5 mL 上述标准液，

用体积分数为 30% PEG-200 稀释并定容至 10 mL，

即得 0、3.12、6.23、9.35、12.47 和 15.59 μg/mL

系列工作液。在最大吸收波长 329 nm 处测定吸光

度。以吸光度 A329 为纵坐标、绿原酸质量浓度 C

为横坐标，绘制标准曲线，得到标准曲线方程

A=0.051C+0.003 9（R2=0.999 8）。 

1.2.2  野菊花绿原酸的提取 

野菊花→烘干→粉碎→过筛→溶解（体积分

数为 30%的 PEG-200）→调节 pH→酶解→超声提

取→趁热过滤→滤液减压浓缩→定容 

1.2.3  绿原酸提取率测定 

将上述提取液按一定比例稀释后，以 30% 

PEG-200 为参比，按照 1.2.1 的方法测定 A 值，

并计算绿原酸提取率。 

1.2.4  绿原酸提取工艺优化设计 

通过单因素试验考察酶用量、超声温度、液

固比、酶解温度及酶解时间对野菊花绿原酸提取

率的影响。其中超声温度对绿原酸提取率影响不

大，拟固定超声温度为 50 ℃。利用 Design 

Expert8.0.6 软件进行响应面优化试验方案设计，

各因素水平见表 1。 

 
表 1  响应面试验因素水平表 

Table 1  Levels of response surface test factors 

因素 

水平 酶用量 A 
/% 

液固比 B 

/(mL∶g) 

酶解温度 C 

/℃ 
酶解时间 D 

/h 

–1 0.8 10∶1 45 1.5 

0 1.2 15∶1 50 2.0 

1 1.6 20∶1 55 2.5 

 

1.3  数据分析 

响应面优化设计采用 Design Expert8.0.6 软件

进行了试验设计与数据分析，数学模型拟合采用

Origin Pro 8.0 数据处理软件。 

2  结果与分析 

2.1  单因素试验 

2.1.1  酶用量对绿原酸提取率的影响 

由图 1 可知，在酶用量 0%~1.2%时，绿原酸

提取率急剧上升；在酶用量为 1.2%时绿原酸提取

率达到最大值，随后提取率开始缓缓下降。这是

因为随着酶用量的增加，酶与底物接触机会增大，

酶解反应速率加快；后续增加酶用量，会导致反

应系统中底物浓度相对不够，酶促反应速率下降，

因而绿原酸浸出率降低[12]。因此最佳实验条件选

择纤维素酶用量比例为 1.2%。 
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图 1  酶用量对绿原酸提取率的影响 

Fig.1  Effect of enzyme dosage on extraction  
rate of chlorogenic acid 

 

2.1.2  超声温度对野菊花绿原酸提取率的影响 

由图 2 得知，超声温度对野菊花绿原酸提取

率的影响是一个先逐步上升后缓慢下降的过程，

在超声温度为 50 ℃时，绿原酸提取率达到最大

值 3.34%。温度超过 50 ℃后，绿原酸因其结构中

的不稳定因素而容易被破坏，如酚羟基易被氧化

变成醌，酯键容易水解生成羧酸和醇等，致使提

取率下降[13]。因此选择 50 ℃为最佳超声温度。 

 

 
  

图 2  超声温度对绿原酸提取率的影响 

Fig.2  Effect of ultrasonic temperature on extraction  
rate of chlorogenic acid 

 

2.1.3  液固比对野菊花绿原酸提取率的影响 

由图 3 可知，液固比从 10∶1 增加 15∶1 时，

绿原酸提取率增加幅度较明显。当液固比超过

15∶1 时，绿原酸提取率开始逐步下降。这是因为

PEG-200 作为非离子型表面活性剂，可明显降低

界面张力，增加细胞膜的渗透性；此外 PEG 与水

混合后形成胶束，绿原酸的非极性基团可进入胶

束内核被增溶，使绿原酸更易溶于水中。而当液

固比超过其最佳比后，其他物质也会相应进入胶束

内核，占据一定的体积后被增溶[14]，使绿原酸的

溶出减少，因此，本试验的液固比定为 15∶1 为宜。 

 
 

图 3  液固比对绿原酸提取率的影响 

Fig.3  Effect of liquid-solid ratio on extraction rate  
of chlorogenic acid 

 

2.1.4   酶解温度对野菊花绿原酸提取率的影响 

由图 4 可知，酶解温度对野菊花绿原酸提取

率的影响是一个呈先上升后下降的趋势，在酶解

温度为 50 ℃时，绿原酸提取率达到最大值。这

是因为酶的活力在最适温度时水解效率最高，低

于该温度，酶活力不足，高于该温度，酶易变性

失活。故本试验选择 50 ℃为最佳酶解温度。 
 

 
 

图 4  酶解温度对绿原酸提取率的影响 

Fig.4  Effect of enzymolysis temperature on extraction  
rate of extraction rate of chlorogenic acid 

 

2.1.5  酶解时间对野菊花绿原酸提取率的影响 

由图 5 可知，酶解时间在 0.5~2 h 之间时，酶 
 

 
 

图 5  酶解时间对绿原酸提取率的影响 

Fig.5  Effect of enzymolysis time on extraction rate  
of chlorogenic acid 
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解作用时间越长，绿原酸提取率越高，超过 2 h

后，绿原酸提取率呈下降趋势。这是因为绿原酸

结构具有不稳定性，长时间加热会导致部分绿原

酸水解或者结构异变[15]，因而提取率下降。故本

试验最优酶解时间定为 2 h。 

2.2  响应面试验结果 

2.2.1  响应面试验结果及方差分析 

响应面试验设计方案及结果见表 2。利用 

Design-Expert 8.0.6 软件对表 2 中的数据进行回归

拟合，得出方差分析表，见表 3。 

 
表 2  Box-behnken 中心组合试验结果 

Table 2  Test results of Box-behnken center combination 

实验编号 A B C D 
绿原酸 

提取率/%
实验编号 A B C D 

绿原酸

提取率/%

1 –1 1 0 0 3.39 16 1 –1 0 0 3.22 

2 –1 0 0 –1 2.85 17 1 0 0 1 3.07 

3 0 1 –1 0 3.24 18 0 0 0 0 3.40 

4 1 0 –1 0 3.21 19 0 0 –1 –1 3.43 

5 1 1 0 0 3.59 20 1 0 1 0 3.29 

6 0 1 0 1 3.58 21 0 1 0 –1 3.26 

7 0 0 0 0 3.48 22 0 0 1 1 3.64 

8 1 0 0 –1 3.79 23 0 0 0 0 3.52 

9 0 0 –1 1 2.90 24 0 0 1 –1 2.92 

10 0 0 0 0 3.41 25 0 –1 –1 0 2.84 

11 –1 0 0 1 3.50 26 0 –1 1 0 3.30 

12 0 1 1 0 3.45 27 –1 0 –1 0 2.90 

13 0 0 0 0 3.46 28 0 –1 0 1 2.82 

14 0 –1 0 –1 3.19 29 –1 0 1 0 3.26 

15 –1 –1 0 0 3.00       

 
表 3  响应面方差分析结果 

Table 3  Variance analysis results of response surface 

方差来源 平方和 自由度 均方 F P 显著程度 

模型 1.91 14 0.14 22.60 <0.000 1 ** 

A 0.13 1 0.13 22.23 0.000 3 ** 

B 0.38 1 0.38 63.11 <0.000 1 ** 

C 0.15 1 0.15 24.74 0.000 2 ** 

D 4.083E-004 1 4.083E-004 0.068 0.798 8  

AB 1.000E-004 1 1.000E-004 0.017 0.899 5  

AC 0.020 1 0.020 3.24 0.093 4  

AD 0.47 1 0.47 77.59 <0.000 1 ** 

BC 0.016 1 0.016 2.58 0.130 3  

BD 0.12 1 0.12 19.68 0.000 6 ** 

CD 0.39 1 0.39 64.60 <0.000 1 ** 

A2 0.040 1 0.040 6.57 0.022 6 * 

B2 0.067 1 0.067 11.16 0.004 9 ** 

C2 0.18 1 0.18 29.03 <0.000 1 ** 

D2 0.056 1 0.056 9.33 0.008 6 ** 

残差 0.085 14 6.047E-003    

失拟项 0.075 10 7.474E-003 3.01 0.149 6 不显著 

纯误差 9.920E-003 4 2.480E-003    

总差 2.00 28     

R2=0.957 6  R2
Adj=0.915 3 

注：**, P<0.01，差异极显著；*，P<0.05，差异显著；P>0.05，差异不显著。 

Note: **, P<0.01, the difference is extremely significant; *, P<0.05, the difference is significant; P>0.05, the difference is not significant. 
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得到野菊花中绿原酸提取率（Y）对响应值变

量 A、B、C 和 D 的回归方程为： 

Y=–11.662 8+6.650 8×A+0.148 1×B+0.509 8× 
C–3.726 3×D–(2.500 0E–003)×A×B–0.035 0×A×C– 
1.712 5×A×D–(2.500 0E–003)×B×C+0.069 0×B×D+0.
125 0×C×D–0.489 1×A2–(4.080 0E–003)×B2–(6.580 0
E–003)×C2–0.373 0×D2 

由表 3 可知，模型的相关系数 R2=0.957 6，

P<0.01，表明该模型极显著。模型校正系数 R2
Adj = 

0.915 3，表明方程对实验拟合良好，可用此数学

模型解释 91.53%的野菊花中绿原酸提取率的变

异性。一次项 A、B、C，交互项 AD、BD、CD，

二次项 A2、B2、C2、D2 对试验结果影响显著

（P<0.05），表明酶用量、液固比和酶解温度对

野菊花中绿原酸提取率影响显著，且影响顺序（主

→次）为液固比>酶解温度>酶用量。 

2.2.2  响应面交互作用分析及最佳提取工艺研究 

根据表 3 可知，交互项 AD、BD、CD 的 P 值

均小于 0.01，表明酶用量与酶解时间、液固比与

酶解时间、酶解温度与酶解时间的交互作用对野

菊花中绿原酸提取率的影响达到了极显著的水

平。利用回归模型作各试验因素间响应面图如图

6 所示。 

由 Design-Expert 8.0.6 软件进行分析计算得

到野菊花绿原酸提取的最佳工艺为：纤维素酶用

量 0.8%，液固比 20∶1(mL∶g)，酶解温度 55 ℃，

酶解时间 2.5 h，此时野菊花绿原酸提取率的预测

值为 4.05%。在此工艺条件下进行 3 次验证试验，

实际提取率为 3.92%，相对误差为 3.21%，表明

该模型合理可靠，具有有效性。 

2.3  野菊花中绿原酸提取的数学分析 

2.3.1  野菊花中绿原酸提取数学模型的建立 

由图 6 可知，液固比对野菊花中绿原酸的提

取率有着极其显著的影响，本试验固定酶用量为

0.8%和酶解温度为 55 ℃，考察不同液固比下绿原

酸提取率随酶解时间的变化规律（图 7）。 

从图 7 中可以看出，液固比过大或过小均不

利于绿原酸的提取。液固比过大会导致细胞中其

他物质与绿原酸竞争其在胶束中的位置，而液固

比过小会导致绿原酸尚未完全溶出就已经饱和，

因而影响提取率。 

利用 OriginPro 8.0 软件对图 7 的实验数据进

行模型拟合，结果见表 4。 
 

 
 

图 6  各两因素交互作用对野菊花绿原酸提取率影响的响应面图 

Fig.6  Response surface diagrams of two factors’ interaction 
influence on extraction rate of chlorogenic acid from 

Chrysanthemum indicum 
 

 
 

图 7  液固比、酶解时间与绿原酸提取率的关系 

Fig.7  The relationship between liquid-solid ratio,enzymolysis 
time and extraction rate of chlorogenic acid 
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表 4  不同液固比下提取模型拟合参数 

Table 4  Fitting parameters of the extraction model under different liquid-solid ratios 

方程中拟合参数 模型评价参数 
模型名称及方程 液固比 

A1 A2 x0 p Reduced-Chi2 R2 Adj-R2 

Logistic 10∶1 2.246 74 3.009 54 0.583 82 4.509 96 0.002 40 0.967 51 0.935 02 

15∶1 2.989 79 3.458 35 0.834 86 5.201 43 0.005 17 0.910 85 0.821 70 1 2

0

A A

1
py

x
X




 
  
 

+ A2 

20∶1 2.598 12 3.144 97 0.734 84 4.504 40 0.004 36 0.930 95 0.861 91 

 

方程中拟合参数 模型评价参数 
模型名称及方程 液固比 

a xc k Reduced-Chi2 R2 Adj-R2 

Sgompertz 10∶1 3.008 63 0.109 15 4.316 21 0.001 79 0.967 70 0.951 55 

15∶1 3.463 50 –0.254 20 2.637 97 0.003 88 0.910 80 0.866 20  cexp k x xy ae      
20∶1 3.145 24 –0.108 23 3.012 15 0.003 18 0.932 74 0.899 12 

 

方程中拟合参数 模型评价参数 
模型名称及方程 液固比 

a b c Reduced-Chi2 R2 Adj-R2 

Asymptotic1 10∶1 3.008 79 4.052 31 0.015 75 0.001 78 0.967 78 0.951 67 

15∶1 3.460 44 1.589 60 0.077 48 0.003 90 0.910 35 0.865 53 
xy a bc   

20∶1 3.145 39 1.989 68 0.054 75 0.003 19 0.932 66 0.898 99 

 

方程中拟合参数 模型评价参数 
模型名称及方程 液固比 

a xc k Reduced-Chi2 R2 Adj-R2 

Slogistic1 10∶1 3.008 47 0.145 02 4.488 62 0.001 79 0.967 62 0.951 43 

15∶1 3.460 27 –0.206 01 2.720 80 0.003 87 0.911 22 0.866 82 
 1 ck x x

ay
e 

 


 
20∶1 3.145 07 –0.060 77 3.123 78 0.003 18 0.932 79 0.899 18 

注：y-绿原酸提取率；x-酶解时间。 

Note: y-extraction rate of chlorogenic acid; x-enzymolysis time. 
 

表 4 中的数据表明：除 Logostic 模型外，其

余三个模型 Sgompertz、Asymptotic1 和 Slogistic1

均能较好的拟合绿原酸提取过程。其中在液固比

为 10∶1 时，Asymptotic1 模型的 Adj-R2 为 0.951 

67，优于其他三个模型；在液固比为 15∶1 和 20∶

1 时，Slogistic1 模型的拟合参数最佳，为最优拟

合模型。Slogistic1 模型在液固比 10∶1 条件下提

取绿原酸的数学模型数据与 Asymptotic1 模型相

比差别不大。综合以上数据分析可知 Slogistic1 模

型更能反映野菊花中绿原酸提取过程的数学规律。 

2.3.2  数学模型的验证 

为了验证模型的正确性，分别在不同液固比

条件下选定两个酶解时间。将实际得到的提取率

与预测值进行比较，结果见表 5。由表 5 可知，

实测值与预测值拟合程度高，说明 Slogistic1 模型

是描述野菊花中绿原酸提取过程的最佳数学模型。 
 

表 5  野菊花中绿原酸提取数学模型验证 

Table 5  Validation of mathematical model for chlorogenic acid extraction from Chrysanthemum indicum 

绿原酸提取率/% 

10∶1 15∶1 20∶1 时间/h 

预测值 实测值 拟合程度 预测值 实测值 拟合程度 预测值 实测值 拟合程度 

1.25 2.99 2.95 0.986 6 3.40 3.26 0.958 8 3.09 3.02 0.977 3 

2.75 3.01 2.98 0.986 7 3.46 3.30 0.953 8 3.14 3.07 0.977 7 

 

3  结论 

通过响应面分析方法的优化，采用酶法辅助

PEG-200 提取野菊花中绿原酸的最佳工艺条件为

纤维素酶用量 0.8%，液固比 20∶1(mL∶g)，酶解

温度 55 ℃，酶解时间 2.5 h，此时实际提取率为
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3.92%。对不同液固比下绿原酸提取率随酶解时间

的变化规律采用了 4 种数学模型进行拟合，结果

显示：Slogistic1 模型得到最优拟合，是描述野菊

花中绿原酸提取过程的最佳数学模型。 
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