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响应面优化千日红酪氨酸酶抑制活性成分的 
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摘要：本文研究了千日红粗提物对酪氨酸酶的抑制作用并采用响应面法优化千日红中酪氨酸酶抑制剂的提取工艺。在单因素实

验的基础上，探讨了提取温度、提取时间、液料比和乙醇浓度等因素为影响因子，应用 Box-Benhnken 中心组合法进行 4 因素 3 水平

试验设计，以酪氨酸酶抑制率率为响应值，进行响应面分析，优化千日红中酪氨酸酶活性抑制组分的提取工艺。结果表明，最佳提取

条件：提取温度为 80 ℃、提取时间为 3 h、液料比为 60 mL/g(V/M)、乙醇浓度为 50%(V/V)。在此条件下，RSM 模型预测千日红乙醇

粗提物对酪氨酸酶的抑制率为54.94%，实测千日红乙醇粗提物对酪氨酸酶的抑制率为（53.86±2.11）%，与预测值无显著性差异(p>0.05)。 
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Abstract: Inhibitory effect of Gomphrena globose (GG) crude extract on the tyrosinase activity was investigated and the extraction 

process of tyrosinase inhibitor was optimized by response surface methodology (RSM). Based on single-factor tests, the extraction temperature, 

extraction time, liquid-to-solid ratio and ethanol concentration were regarded as factors. A 4-factor, 3-level experiment design was performed 

using the Box-Benhnken center composite experiment. The response surface analysis was conducted by using tyrosinase inhibition rate as the 

response value, and the extraction process of the inhibitory component of tyrosinase activity was optimized.The results showed that the optimum 

extraction conditions by RSM were extraction temperature of 80 , extracting time ℃ of 3 h, ratio of liquid to material of 60:1 (V/M) and the 

concentration of ethanol 50% (V/V). Under the conditions, the RSM model predicted that the inhibition rate of crude extract on tyrosinase was 

54.94%, which was no significant difference compared with the actual measured value (53.86 ± 2.11)% (p > 0.05). 

Key words: Gomphrena globose; tyrosinase; response surface methodology 

 

酪氨酸酶是一种生物体内催化黑色素合成的关键

限速酶，与生物体的重要生理过程密切关系，其活性

的异常过量表达既可导致人体的色素沉着性疾病产生
[1]，抑制酪氨酸酶的活性可降低 L-DOPA 合成多巴醌

的速率，从而降低黑色素的合成速率，减轻黑色素的

异常沉积以达到祛斑美白的目的[2]。然而传统的美白

活性成分（如汞及其化合物、氢醌等）具有细胞毒性、

刺激性、致敏性及不良反应大等缺点，目前已被禁用 
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于化妆品中。因此，寻找新一代天然、安全和高效的

植物美白活性成分成为近几年国内外研究的热点之一
[3]。千日红是一种具有美白祛斑功效的植物，目前，

已从千日红中分离香豆素、阿魏酸和一些黄酮类物质

等[4]，但是，由于已有研究并不以从千日红研究开发

酪氨酸酶为目的，如黄良琴等从千日红中提取挥发油

并研究其化学成分[5]，刘存瑞等对千日红中的色素的

稳定性进行研究[6]；李金花等测量了千日红中多糖的

含量[7]；刘星堦等确定了千日红祛痰有效成分[8]，然而，

作为一种具有美白祛斑作用的花茶，鲜有人对关于千

日红对酪氨酸酶抑制作用进行深入研究。本文采用溶

剂提取法提取粗提物，探讨具有美白祛斑作用的千日
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红粗提物对酪氨酸酶活性的抑制作用，进而研究不同

的提取条件对不同中药类植物中酪氨酸酶抑制活性成

分的影响，通过单因素试验和响应面分析相结合考察

浸提时间、浸提温度、溶剂浓度、液料比对提取效果

的影响，以确定最适的提取工艺参数。研究结果对开

发天然植物来源酪氨酸酶抑制剂并应用于化妆品、食

品和药物领域具有重要意义。 

1  材料与方法 

1.1  原料 

千日红：产地云南，购自广州清平市场；L-酪氨

酸，生化试剂，上海伯奥生物科技有限公司；酪氨酸

酶，生化试剂，美国 Sigma 公司；磷酸二氢钾、磷酸

氢二钾、氢氧化钾试剂均为分析纯。 

1.2  主要仪器设备 

SHZ-D(Ⅲ)循环水式真空泵，巩义市予华仪器有

限责任公司；RE-52AA 旋转蒸发器，上海亚荣生化仪

器厂；Sunrise 酶标仪，瑞士 TECAN 公司；KR 251
高速离心机，美国Thermo公司；PB-10pH计、BSA224S
万分之一电子天平，德国 sartorius 公司；SHA-B 恒温

振动器，常州澳华仪器有限公司；HPX-9162MBE 数

显式培养箱，上海博讯实业有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  酪氨酸酶活性的测定 
1.3.1.1  实验原理 

酪氨酸或者多巴在酪氨酸酶的催化作用下转化为

多巴色素，多巴色素在 475 nm 处具有特征吸收，因

此，可以通过比色法测定酪氨酸酶的活性。 
1.3.1.2  试剂配制 

（1）1 mol/L 氢氧化钾溶液配制：准确称取氢氧

化钾 11.20 g，用脱气的去离子水溶解，冷却后移入 200 
mL 容量瓶中定容，转移到胶塞试剂瓶中待用。 

（2）pH 6.8 磷酸缓冲溶液的配制：准确称取磷酸

二氢钾 6.80 g，用 1 L 去离子水溶解后，用 1 mol/L 氢

氧化钾溶液调 pH 至 6.8。 
（3）1.0 mmol/L 单酚底物的配制：准确称取 L-

酪氨酸酶 0.0181 g，用 pH 6.8 磷酸缓冲溶液溶解后移

入 100 mL 容量瓶定容，摇匀后移入试剂瓶于 4 ℃保

存待用。 
1.3.1.3  酪氨酸酶活性抑制率的测定方法 

参照文献[9,10]的测定方法并作适当修改。将 110 
μL 的 L-酪氨酸溶液分别加入 96 孔板的三个孔中，记

为 1 号、2 号、3 号，在 1 号孔中加入 70 μL 样品溶剂，

在 2、3 孔中加入已配制好的待测样品溶液 70 μL，然

后，在 1、2 号孔加入 30 μL 酪氨酸酶溶液（溶于 pH 6.8
磷酸盐缓冲溶液），用 pH 6.8 磷酸盐缓冲溶液将三个

孔内的溶液体积补至 210 μL，体系中酶的终浓度为

173 U/mL。 
将反应液于 30 ℃孵育 30 min 后，在 492 nm 处测

其吸光值，计为 A1、A2、A3，按式（1）计算待测样

品对酪氨酸酶活性的抑制率（%IR）： 

%100)
A

A-A1(%
1

32 ×−=IR                 （1） 

其中，A1-底物、酪氨酸酶在样品溶剂存在下体系反应 30 

min 的吸光度；A2-底物、酪氨酸酶在抑制剂存在下体系反应

30 min 的吸光度；A3-底物、抑制剂反应 30 min 的吸光度。 

1.3.2  酪氨酸酶活性抑制成分的提取 

称取 5 g（干基）千日红，加入 250 mL 50%（V/V）
乙醇溶液，摇床转速为 150 r/min，60 ℃下提取 3 h 后

中速滤纸抽滤，将滤过液去溶剂减压浓缩干燥，过滤

弃渣，将滤过液于 55 ℃真空浓缩干燥，加入 50%（V/V）
乙醇溶液定容至 100 mL，测定粗提液对酪氨酸酶活性

的抑制率数据。 
1.3.3  千日红中酪氨酸酶抑制活性成分提取的

单因素实验 

（1）浸提温度的影响 
称取 5 g（干基）中药类植物，加入 250 mL 50%

（V/V）乙醇溶液，分别在 20、40、50、60 和 80 ℃水

浴振荡 2 h，过滤弃渣，将滤过液于 55 ℃真空浓缩干

燥，加入 50%（V/V）乙醇溶液定容至 100 mL，待测。 
（2）浸提时间的影响 
称取 5 g（干基）中药类植物，加入 250 mL 

50%(V/V)乙醇溶液，在 50 ℃水浴分别振荡 0.5、1.0、
2.0、3.0 和 4.0 h，过滤弃渣，将滤过液于 55 ℃真空浓

缩干燥，加入 50%(V/V)乙醇溶液定容至 250 mL，待

测。 
（3）液料比的影响 
称取 5 g（干基）中药类植物，分别加入 250 mL 

50%(V/V)乙醇溶液按照液料比 20、30、40、50 和 100 
mL/g(V/M)加入 100、150、200、250和 500 mL 50%(V/V)
乙醇溶液，在 50 ℃水浴振荡 2 h，过滤，55 ℃真空浓

缩干燥，加入 50%(V/V)乙醇溶液定容至 100 mL 待测。 
（4）乙醇浓度的影响 
称取 5 g(干基)中药类植物，分别加入 20、40、50、

60 和 80%(V/V)乙醇水溶液 250 mL，在 50 ℃水浴振荡

2 h，过滤弃渣，将滤过液于 55 ℃真空浓缩干燥，加

入 50%(V/V)乙醇溶液定容至 100 mL，待测。 
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1.3.4  响应曲面法实验设计[11,12] 
以中药类植物提取物对酪氨酸酶活性%IR抑制率

为目标函数，采用响应曲面法优化浸提温度、浸提时

间、液料比和乙醇浓度等主要提取条件参数。 
根据 Box-Behnken 中心组合试验设计原理，采用

4 因素 3 水平响应面分析方法，优化千日红中酪氨酸

活性抑制成分的提取工艺。在单因素试验的基础上，

自变量的试验水平分别以-1、0、1 进行编码，设计 29
个试验点， 5 个中心点重复实验。按照方程

xi=(Xi-X0)/ΔX 对自变量进行编码（xi 为自变量的编码

值，Xi 为自变量的真实值，Xi（0）为中心点处自变

量的真实值，ΔX 为自变量的变化步长），以自变量的

编码值+1、0、-1 分别代表自变量的高、中、低水平[13]。

以提取物酪氨酸酶活性的抑制率%IR 为响应值。 
x1=(X1-70)/10；x2=(X2-2)/1； 
x3=(X3-50)/10；x4=(X4-40)/10。 
假设由最小二乘法拟合的响应值与自变量之间的

相关关系的多元二次回归方程为： 

2
444

2
333

2
222

2
11143344224 3223

4114311321214433210

XAXA+X A XA XXA + XXA +XXA +           

 XX A+ XXA+ XXA XA + XA + XA + XA +A =RI% 21

+++

+
                  （2） 

其中，A0 为常数项，A1、A2、A3、A4 为线性系数，A12、A13、A14、A23、A24、A34 为交互项系数，A11、A22、A33、A44 为二次

项系数。 

1.3.5  数据分析 
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试验数据以平均值±标准差（Mean±SD）表示。

采用 OriginPro 8.0 数据分析工具进行处理，并用 t 检
验各处理平均数之间的差异显著性（p<0.05）。 

2  结果与讨论 

2.1  千日红的乙醇粗提物对酪氨酸酶活性的

影响 

 
图1 不同浓度千日红粗粗提物对酪氨酸酶活性的抑制作用 

Fig.1 Inhibitory effect of crude extract with various 

concentrations from GG on tyrosinase activity 

不同浓度千日红的乙醇粗提物对酪氨酸酶活性的

抑制规律如图 1 所示。由图 1 看出，在实验所选的浓

度范围内，千日红的乙醇粗提物对酪氨酸酶活性具有

很明显的抑制效果，且呈浓度依赖性，即随着千日红

乙醇粗提物浓度的增大，对酪氨酸酶活性的抑制率也

增加。对千日红乙醇粗提物浓度与酪氨酸酶活性抑制

率的变化规律进行线性拟合，可以得到其关系方程为： 
IR=12.17C+9.64                        （3） 
其中，IR-酪氨酸酶的抑制率，%；C-千日红乙醇粗提物

的质量浓度，mg/mL。 

拟合曲线的相关系数的平方 R2=0.99，说明线性

拟合是有效的。根据拟合方程，可以计算千日红乙醇

粗提物对酪氨酸酶的 IC50=3.32 mg/mL。 
千日红作为一种美容花茶，具有降火消炎、排毒

养颜、延缓衰老、活血养颜和美肤祛斑等作用，常饮

能调理气血、养颜消斑、美白皮肤，使皮肤光滑富有

光泽和弹性，而且，对治疗内分泌紊乱引起的黄褐斑、

雀斑、色斑和暗疮等有明显疗效。实际上，本实验结

果也表明千日红对黑色素合成的关键限速酶-酪氨酸

酶的催化活性有显著的抑制作用。 

2.2  千日红中酪氨酸酶抑制有效组分的乙醇

提取研究 

2.2.1  浸提温度的影响 

 
图2 浸提温度对千日红乙醇提取物中酪氨酸酶抑制成分的活

性影响 

Fig.2 Effects of extraction temperature on the the activity of 

tyrosinase inhibitor in the ethanol extracts from GG 

在不同浸提温度下，从千日红中提取的乙醇粗提

物的重量及其对酪氨酸酶活性的影响如图 2 所示。从
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图 2 中可以看出，随着提取温度的上升，粗提物的质

量增大，这是因为随着温度的升高，溶剂的粘度减小，

分子运动速度加快，提取液的扩散系数增加，促使浸

提速度加快。但当温度达到 60 ℃后，千日红的乙醇粗

提物质量之增幅减小后逐渐趋于平缓。在溶剂相同的

情况下，不同浸提温度所提的粗提物成分大致相同，

只是所提的活性成分的质量存在一定程度的差异，故

随着粗提物质量的增大，将其定容到相同体积时粗提

液中酪氨酸酶抑制活性成分浓度增大，其对酪氨酸酶

的抑制率随之增大。也就是说，千日红乙醇粗提物对

酪氨酸酶的抑制率随温度上升而增大，与提取质量呈

正相关趋势，这也说明千日红乙醇粗提物对酪氨酸酶

的抑制作用具有浓度依赖性。 
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2.2.2  浸提时间的影响 

 
图3 浸提时间对千日红乙醇粗提物中酪氨酸酶抑制成分的活

性影响 

Fig.3 Effects of extraction time on the the activity of tyrosinase 

inhibitor in the ethanol extracts from GG 

浸提时间影响到溶剂与不同细胞位置活性物质的

接触程度。随着浸提时间的延长，溶剂能够渗透到千

日红细胞组织的更多部位，与细胞活性物质有更多的

接触并溶解，从而提高有效成分的提出效果。用乙醇

水溶液从千日红中浸提不同时间，乙醇粗提物的重量

及其对酪氨酸酶活性的变化如图 3 所示。从该图可知，

随浸提时间的延长，千日红乙醇粗提物的质量不断增

加，但当浸提时间达到 2 h 后，所提物质的质量增幅

缓慢趋于平缓。同时，千日红乙醇粗提物对酪氨酸酶

的抑制作用随着浸提时间的延长而增大，在 3 h 达到

最大值，粗提物对酪氨酸酶的抑制活性基本维持稳定，

不再增加。说明，在此条件下，千日红乙醇粗提物中

酪氨酸酶活性物质的溶出已经达到平衡，继续增加时

间不会有更多的活性物质被提取出来。 
2.2.3  液料比的影响 

不同的液料比会影响到活性物质的提取速度和最

终提取率。液料比过低，因溶剂量少，活性物质不能

被充分提取出来，这会影响到提取率。液料比过高，

虽然能充分溶解活性物质，但是会增大提取溶剂的用

量，并加大后续浓缩的负荷。在不同液料比下，从千

日红中提取的乙醇粗提物的重量及其对酪氨酸酶活性

的影响如图 4 所示。从图 4 可以看出，随着提取液料

比的增大，提取的粗提物质量迅速增加，当液料比达

到 50 mL/g(V/M)时，所千日红乙醇粗提物提物质不会

随着液料比的增加而明显增加。所得千日红乙醇粗提

物对酪氨酸酶的抑制规律与粗提物的质量变化呈正相

关变化，也在 50 mL/g(V/M)达到最大值。 

 
图4 液料比对千日红乙醇粗提物中酪氨酸酶抑制成分的活性

影响 

Fig.4 Effects of liquid to solid ratio on the the activity of 

tyrosinase inhibitor in the ethanol extracts from GG 

2.2.4  乙醇浓度的影响 

 
图5 乙醇浓度对千日红乙醇粗提物中酪氨酸酶抑制成分的活

性影响 

Fig.5 Effects of ethanol concentration on the activity of 

tyrosinase inhibitor in the ethanol extracts from GG 

采用不同体积浓度的乙醇水溶液从千日红中提取

有效成分，乙醇粗提物的重量及其对酪氨酸酶活性的

变化如图 5 所示。从图 5 可知，千日红的乙醇粗提物

的质量随着乙醇浓度的增大而不断降低，在乙醇浓度

超过 60%(V/V)时，总粗提物的质量明显减少。根据相

似相溶原理，低浓度的乙醇水溶液可以溶解植物中的

极性成分，如蛋白质、淀粉和鞣质等，而这些物质是

构成植物细胞的主要成分，所提取的粗提物重量也就

最大。而且，随着乙醇浓度在 20%(V/V)~80%(V/V)范
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围内变化时，千日红的乙醇粗提物对酪氨酸酶活性的

抑制效果首先不断增强，在乙醇浓度达到为

40%~50%(V/V)时出现极大值，随后，随着乙醇浓度的

增加，粗提物对酪氨酸酶的抑制作用下降，咎其原因

可能是，低浓度乙醇水溶液提取大量的蛋白质、淀粉、

鞣质等强极性成分对酪氨酸酶基本没有抑制作用，而

且，适当增加乙醇浓度，有利于具有酪氨酸抑制活性

成分的浸出，但是过大的乙醇浓度没有起到有效溶解

酪氨酸酶活性成分的目的，使得所提取的千日红乙醇

粗提物的酪氨酸酶抑制率下降，可见，乙醇浓度是影

响千日红中酪氨酸酶抑制活性物质提取的重要因素。 

2.3  响应面优化实验结果 

2.3.1  实验结果与分析 

根 据 2.2 节 单 因 素 试 验 结 果 ， 采 用

Design-Expert8.05b统计软件中Box-Behnken中心组合

实验设计法进行实验设计及数据分析，以浸提温度 X1
（℃）、浸提时间 X2（h）、液料比 X3（mL/g（V/M））、

乙醇浓度 X4（%（V/V））4 个因子为自变量，分别标

记为 A、B、C 和 D。根据单因素实验结果，四者的

取值范围确定为 60~80 ℃、1~3 h、40~60 mL/g、
30~50%。 

以千日红乙醇粗提物对酪氨酸酶活性抑制率为评

价指标，设计四因素三水平共 29 个实验点，5 个中心

点重复实验，试验自变量因素编码及水平见表 1，各

因素和水平见表 2。采用 Design-Expert 8.5b 软件，按

照 Box-Behnken 中心组合试验设计的安排进行实验，

获得实验结果示于表 2 中。 
表1 试验自变量因素编码及水平 

Table 1 The code and level of factors for the trial 

因素 
水平 

-1 0 +1 

浸提温度 X1/℃ 60 70 80 
浸提时间 X2/h 1 2 3 

液料比 X3/（mL/g（V/M）） 40 50 60 
乙醇浓度 X4/（%（V/V）） 30 40 50 

应用Design-Expert软件对表2的数据进行回归分

析，得多元二次方程见公式 4。对式 4 的数学该模型

进行方差分析，结果见表 3。由方差分析结果可以得

到以下信息： 
（1）模型 p<0.0002，说明该模型极显著。 
（2）模型的失拟项 p=0.0615>0.05，没有显著性

意义，说明，数据中没有异常点，不需要引入更高次

数的项，模型适当。 
（3）模型的调整确定系数 R2

Adj=0.8022，表明该

模型拟合程度较好，同时，该模型对试验数据有较好

的拟合性，在选取的自变量变化范围内，可用于响应

值变化的分析和预测。 
表2 响应面试验设计与结果 

Table 2 RSM experimental designs and results 

试验

序号

因素 
实测值% 预测值%

A:X1 B:X2 C:X3 D:X4 

1 1 0 1 0 3.54 -6.35 

2 0 0 0 0 37.88 26.80 

3 1 0 0 1 -1.35 10.61 

4 0 0 0 0 3.12 33.51 

5 -1 1 0 0 20.51 18.55 

6 1 0 -1 0 25.4 19.92 

7 1 0 0 -1 2.13 25.69 

8 1 -1 0 0 -1.96 30.88 

9 0 0 0 0 5.76 3.27 

10 0 0 -1 -1 23.79 17.25 

11 -1 0 1 0 38.38 -1.72 

12 0 -1 0 -1 29.3 40.35 

13 0 1 0 1 46.55 21.10 

14 -1 0 0 1 26.76 25.85 

15 -1 0 -1 0 36.33 17.30 

16 0 1 -1 0 18.69 36.21 

17 0 0 0 0 20.42 5.15 

18 0 -1 1 0 12.46 25.02 

19 0 0 1 1 22.34 0.27 

20 0 1 0 -1 21.66 36.46 

21 0 0 1 -1 31.72 12.94 

22 0 0 -1 1 25.51 24.37 

23 0 -1 0 1 13.01 21.59 

24 0 0 0 0 20.34 33.82 

25 0 -1 -1 0 19.25 24.24 

26 -1 -1 0 0 26.28 24.24 

27 0 1 1 0 30.68 24.24 

28 1 1 0 0 14.98 24.24 
29 -1 0 0 -1 26.57 24.24 

（4）由表 3 对回归方程的系数显著性检验可知，

模型中一次项中提取温度和提取时间极显著

（p<0.01），说明，温度和时间是提取过程中的关键因

素。而乙醇浓度显著(p<0.05)，二次项系数 X1
2极显著

（p<0.01），交互项系数 X1X4显著（p<0.05），其他项 
均不显著。该模型反映，在千日红酪氨酸酶活性成分

的提取过程中，对于 RSM 所选取的影响因素和影响

水平内，提取温度和提取时间对活性成分的提取影响

最为显著，其次是乙醇浓度，液料比不显著，提取温
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度和乙醇浓度有显著的交互作用。通过比较式（2）中

一次项系数的绝对值大小，可以直接判断因子影响的

主次性。由式（4）方程可知，提取温度对酪氨酸酶活

性成分的得率影响最大，其次是提取时间，再次是乙

醇浓度，最后是液料比。 

（5）将表 2 中的实测值与预测值采用 OriginPro 
8.0 对两组数据进行统计分析，两组间的数据比较采用

t-检验，结果表明，两组数据没有显著差异（p=0.9999），
说明，模型可靠。 

2
4

2
3

2
2

2
1434232

41 3121432 1

1.61X-0.33X+X 0.25 - 8.64X - X0.96X + X0.20X + X3.54X +           

 XX 7.02 +X4.08X + X2.56X - 4.52X + 1.64X + 5.9X +14.01X + 25.04 =R%I
                  （4） 

表3 回归模型方差分析表 

Table 3 ANOVA of response surface quadratic model 

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 Prob>F 显著性 
模型 3886.65 14 277.62 9.11 < 0.0001 ** 

X1-温度 2356.20 1 2356.20 77.31 < 0.0001 ** 

X2-时间 419.73 1 419.73 13.77 0.0023 ** 

X3-液料比 32.24 1 32.24 1.06 0.3211  

X4-乙醇浓度 245.80 1 245.80 8.06 0.0131 * 

X1X2 26.266 1 26.26 0.86 0.3690  

X1X3 66.50 1 66.50 2.18 0.1618  

X1X4 197.26 1 197.26 6.47 0.0234 * 

X2X3 50.13 1 50.13 1.64 0.2205  

X2X4 0.16 1 0.16 5.25E-0.003 0.9433  

X3X4 3.65 1 3.65 0.13 0.7345  

X1
2 440.77 1 440.77 14.46 0.0019 ** 

X2
2 0.14 1 0.14 4.58E-0.003 0.9470  

X3
2 3.45 1 3.45 0.11 0.7416  

X4
2 9.47 1 9.47 0.31 0.5860  

残差 426.69 14 30.48    

失拟项 396.63 10 39.66 5.277819 0.0615  

纯误差 30.06 4 7.52    

总离差 4313.34 28     

R2=0.9011   R2
Adj=0.8022    

2.3.2  交互因子效应分析 

由回归模型方差分析结果可知，温度和乙醇浓度

的交互项显著，根据回归方程，应用 Design Expert 
8.5b 软件，绘制温度因素和乙醇浓度因素的响应曲线

及其等高线，如图 6 所示，其他交互项因没有显著

性，未列出。 

 
图6 温度和乙醇浓度对千日红乙醇粗提物IR影响的响应面分

析图（时间2 h，液料比50 mL/g） 

Fig.6 Response surface analysis for the effect of temperature 

and ethanol concentration on the inhibition rate of ethanol 

extracts from GG 

162 
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由图 6 响应曲面分析的立体图和等高线图可知，

固定浸提时间和液料比不变，响应值会随着浸提温度

和乙醇浓度的升高而增大，且增幅较大。乙醇浓度与

温度因素交互时，响应值出现最高点，在单因素实验

中，当乙醇浓度为 40%时，千日红乙醇粗提物对酪氨

酸酶的抑制剂具有极值点，与温度因素交互后，最大

值出现在乙醇浓度为 50%，说明温度会影响有机溶剂

对植物细胞的穿透性。 

2.4  验证实验 

利用 Design-Expert 8.05b 软件进行最优化分析，

以千日红乙醇粗提物对酪氨酸酶的抑制率为评价指

标，确定最适提取条件为：提取温度为 80 ℃、提取

时间为 3 h、液料比为 59.99 mL/g(V/M)、乙醇浓度为

49.96%(V/V)，在此条件下，所得千日红乙醇粗提物

对酪氨酸酶的抑制率为 54.94%。 
考虑到实际情况，在验证实验时将最适提取条件

调整为：提取温度为 80 ℃、提取时间为 3 h、液料比

为 60 mL/g(V/M)、乙醇浓度为 50%(V/V)，在此最适

工艺参数条件下，做了三次平行验证试验，并采用

OriginPro 8.0 软件进行单样本 t-检验，实测千日红乙

醇粗提物对酪氨酸酶的抑制率为（53.86±2.11）%，与

预测值无显著性差异。表明，该模型可靠，采用该模

型优化的工艺参数具有可行性。 

3  小结 

以酪氨酸酶活性抑制率为指标，研究千日红粗提

物对酪氨酸酶活性影响的基础上，探讨了提取温度、

提取时间、液料比和乙醇浓度等因素对千日红中酪氨

酸酶抑制活性成分提取的影响，并应用响应曲面分析

法对四个因素进行了优化，小结如下： 
3.1  单因素实验考察各因素对从千日红中提取酪氨

酸酶抑制活性成分的影响，结果表明，在实验所选的

参数范围，乙醇粗提物重量及酪氨酸酶抑制活性随着

浸提温度的升高、浸提时间的延长、液料比增大而增

大，而乙醇浓度过高或过低都不利于活性成分较好的

溶出。 
3.2  应用 RSM 优化了从千日红中提取酪氨酸酶抑制

活性组分的各因素，发现，在实验所选的参数范围内，

各因素对千日红乙醇粗提物中酪氨酸酶抑制活性成分

的活性影响显著性依次是：提取温度>提取时间>乙
醇浓度>液料比，并确定了最佳提取条件：提取温度

为 80 ℃、提取时间为 3 h、液料比为 60 mL/g(V/M)、
乙醇浓度为 50%(V/V)。在此条件下，RSM 模型预测

千日红乙醇粗提物对酪氨酸酶的抑制率为 54.94%，

实测千日红乙醇粗提物对酪氨酸酶的抑制率为

（53.86±2.11）%，与预测值无显著性差异。 
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