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不同方法提取荷花蜂花粉可溶性膳食纤维的多酚

含量及对微生物生长的影响
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摘要：以纤维素酶酶解提取、酸溶液提取、碱溶液提取３

种方法提取的荷花蜂花粉可溶性膳食纤维（ｂｅｅｐｏｌｌｅｎ

ｓｏｌｕｂｌｅｄｉｅｔａｒｙｆｉｂｅｒ，ＢＰＳＤＦ）为研究对象，探究提取方法

对ＢＰＳＤＦ多酚含量及常见致病菌、有益菌生长的影响。

结果表明，ＢＰＳＤＦ中多酚主要以游离态的形式存在，纤维

素酶酶解提取、酸溶液提取、碱溶液提取的游离酚分别占

其总酚的８１．１６％，８０．３４％，６９．５９％；纤维素酶解提取的游

离酚、总酚含量相对较高；碱溶液提取的结合酚含量相对

较高。提取方法不同ＢＰＳＤＦ游离酚、结合酚和总酚含量

均差异显著，但对ＢＰＳＤＦ中游离酚、结合酚的多酚组分

影响较小。３种方法提取的ＢＰＳＤＦ对大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌、白色念珠球菌均有较好的抑制作用，相对来说

纤维素酶酶解提取的ＢＰＳＤＦ的抑菌作用最好；３种方法

提取的ＢＰＳＤＦ对双歧杆菌和嗜酸乳杆菌有一定的促进

作用，且对供试有害菌的抑制作用优于对供试有益菌的

促进作用。
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蜂花粉被誉为“微型营养库”，在中国其药食兼用历

史可追溯到两千年前。依托中国丰富的蜂花粉资源，近

年来中国蜂花粉相关研究日益升温，主要集中在细胞壁

破壁，总黄酮、总多酚、多糖等成分的研究上，其中多酚类

组分因其较强的抗氧化性，已成为蜂花粉的特征性功效

成分［１－３］。前期研究［４］表明蜂花粉纤维类组分含量丰

富，可溶性膳食纤维（ｓｏｌｕｂｌｅｄｉｅｔａｒｙｆｉｂｅｒ，ＳＤＦ）含量为

４％～９％。且纤维组分的提取工艺势必会影响蜂花粉的

蛋白致敏源，可能降低蜂花粉致敏性，同时解决含杂含

砂、口感独特等制约其进一步开发利用的难题。

近年来膳食纤维因其良好的生理功能［５－６］，已成为

产品开发的研究热点，其中ＳＤＦ因其良好的溶解性，被广

泛地应用于乳制品、饮料等食品中［７－８］；同时研究［９－１０］多

认为膳食纤维的抗氧化性、降血糖、减肥、减少慢性胃肠

道紊乱等功效与其中含有的多酚类紧密有关。研究［１１］表

明蜂花粉中含有丰富的多酚类化合物，则其纤维组分也

可能含有一定量的多酚类物质。目前，蜂花粉纤维类组

分的研究刚刚起步，提取方法对蜂花粉可溶性膳食纤维

（ｂｅｅｐｏｌｌｅｎｓｏｌｕｂｌｅｄｉｅｔａｒｙｆｉｂｅｒ，ＢＰＳＤＦ）中多酚含量影响

的相关研究暂未有报导。本试验拟在前期研究基础上，

分别采用纤维素酶酶解提取、酸溶液提取、碱溶液提取３

种方法制备ＢＰＳＤＦ，探究提取方法对ＢＰＳＤＦ游离酚、结

合酚及总酚含量，以及对常见致病菌、有益菌生长的影

响，为后期蜂花粉纤维组分的深入研究及产品的开发利

用提供参考。

１　材料与方法
１．１　材料与主要仪器

１．１．１　材料与试剂

荷花蜂花粉：２０１７年产自湖南，长沙蜂舞人间生物科

技有限公司；

原儿茶酸：分析标准品，上海跃腾生物技术有限

公司；

纤维素酶：国药集团化学试剂有限公司；

丙酮、福林酚、乙酸乙酯、盐酸、氢氧化钠、碳酸钠、乙

醇等：分析纯；

ＬＢ培养基（用于培养大肠杆菌和金黄色葡萄球菌）、

ＳＤＡ培养基（用于培养白色念珠球菌）、ＭＲＳ培养基（用

于培养双歧杆菌和嗜酸乳杆菌）：杭州百思生物技术有限

公司；

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色念珠球菌：上海鲁

微科技有限公司；

嗜酸乳杆菌冻干粉：广东省菌种保藏中心；

双歧杆菌：由湖南中医药大学药学院食品科学与工

程教研室保存。

１．１．２　主要仪器设备

生化培养箱：ＭＪＸ１５０ＢＸ型，天津泰斯特仪器有限

公司；

立式压力蒸汽灭菌器：ＬＤＺＭ６０ＫＣＳ型，上海申安医

疗器械厂；

净化工作台：ＳＷＣＪ２ＦＤ型，北京中兴伟业仪器有限

公司；

恒温振荡器：ＺＨＷＹ２００Ｄ型，上海智诚分析仪器制

造有限公司；

电子分析天平：ＡＶ１１２０型，日本岛津仪器有限公司；

电子恒温水浴锅：ＤＺＫＷ４型，北京中关伟业仪器有

限公司；

ｐＨ计：ＳＴＡＲＴＥＲ３１００／Ｆ型，奥豪斯仪器有限公司；

紫外可见分光光度计：ＵＶ２４５０型，日本岛津仪器有

限公司；

高效液相色谱仪配紫外检测器：Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０型，美

国安捷伦公司。

１．２　试验方法

１．２．１　ＢＰＳＤＦ提取

（１）纤维素酶酶解提取：准确称取１００ｇ蜂花粉置于

ｐＨ４．０水溶液中，加入２．５ｇ纤维素酶，５０℃振摇２ｈ，

８５℃ 水浴１０ｍｉｎ灭酶。３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后取

上清液，用４倍体积的９５％乙醇醇沉，５ ℃静置过夜，

３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取沉淀，置于真空干燥箱６０℃

干燥１０ｈ得到酶提ＢＰＳＤＦ
［１２］。

（２）酸溶液提取：准确称取１００ｇ蜂花粉置于ｐＨ４．３

水溶液中，５０℃振摇２ｈ。３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ取上

清液，其后按酶解提取中后续方法进行，得到酸提ＢＰＳ

ＤＦ
［１３］。

（３）碱溶液提取：准确称取１００ｇ蜂花粉置于ｐＨ

１０．０水溶液中，５０℃振摇２ｈ。３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ

取上清液，其后按酶解提取方法进行，得到碱提 ＢＰＳ

ＤＦ
［１４］。

１．２．２　游离态多酚的提取　参照 Ａｄｏｍ等
［１５］的方法，稍

作修改。准确称取４．０００ｇＢＰＳＤＦ于离心管中，加入

８０％冷冻丙酮溶液１６ｍＬ，５℃振摇１ｈ，于３５００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，取上清液。残渣重复提取２次，合并上清

液，抽滤后４５℃旋转蒸干，用甲醇定容，－５℃保存备用。

１．２．３　结合态多酚的提取　ＢＰＳＤＦ游离酚提取后的残

渣加入２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液４ｍＬ，充分搅拌后避光消化

１ｈ，用浓盐酸调至ｐＨ２。加入８ｍＬ乙酸乙酯并充分搅

拌提取１０ｍｉｎ，３５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液。重复

提取５次，合并上清液。抽滤后４５℃旋转蒸干，用甲醇

定容，－５℃ 保存备用。
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１．２．４　多酚含量的测定　准确称取原儿茶酸标准品，定

容后得原儿茶酸标准溶液。准确量取原儿茶酸标准溶液

０．０，０．１，０．２，０．３，０．４，０．５ｍＬ于１０ｍＬ容量瓶中，各加

６ｍＬ水，摇匀，再加０．５ｍＬ 福林酚试剂，充分摇匀。

１ｍｉｎ之后，加入２０％ Ｎａ２ＣＯ３溶液１．５ｍＬ，混匀后定容。

在室温下反应１０ｍｉｎ，于７６５ｎｍ波长下测定吸光值，以

原儿茶酸浓度为横坐标，吸光值为纵坐标，得原儿茶酸标

准曲线回归方程：狔＝１０２．５４狓＋０．００５１（犚
２＝０．９９９２）。

ＢＰＳＤＦ多酚含量测定的操作同标准曲线制备。

１．２．５　多酚的 ＨＰＬＣ 分析　ＢＰＳＤＦ 多酚提取液经

０．４５μｍ 微孔滤膜过滤后待用。色谱条件
［１６］：Ｕｌｔｉｍａｔｅ

ＸＢＣ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：纯水—

甲醇（体积比５０５０）；柱温：２５℃；检测波长：２８０ｎｍ；流

速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：２０μＬ。

１．２．６　ＢＰＳＤＦ对有益菌、有害菌生长的影响

（１）菌悬液的制备：供试菌种活化后，挑取斜面培养

基上的菌苔，用无菌水采用梯度法稀释，依次得到不同浓

度的供试菌菌悬液。

（２）试验培养基的配制：分别称取ＢＰＳＤＦ于适量蒸

馏水中，５０℃振摇５ｈ，充分溶解后备用。各基础培养基

配置、密封后，于高压灭菌锅１２１℃灭菌３０ｍｉｎ，取出后

将各ＢＰＳＤＦ水溶液按比例添加到基础培养基中，得到含

有ＢＰＳＤＦ分别为１，３，５ｇ／Ｌ３个浓度的试验培养基，同

时以不添加ＢＰＳＤＦ的基础培养基作对照。

（３）菌体生长试验、计数统计：在无菌操作台上进行

无菌操作，准确移入１ｍＬ受试菌菌悬液于无菌培养皿

中，再趁热分别移入１０ｍＬ含有ＢＰＳＤＦ１，３，５ｇ／Ｌ３个

浓度的试验培养基以及对照培养基，振荡摇匀，待培养基

凝固后移入培养箱中，在受试菌规定的温度、时间下进行

培养，观察不同提取方法、不同浓度ＢＰＳＤＦ对各受试菌

生长的影响。采用平板菌落计数法，对受试菌的培养结

果按式（１）进行活菌落计数，将结果换算成ｌｇ犖 进行统

计分析［１７］。

犖 ＝狀×犿×１０， （１）

式中：

犖———活菌数，ＣＦＵ；

狀———细菌菌落数，ＣＦＵ；

犿———稀释倍数。

１．２．７　统计分析　每个试样重复３次。试验数据采用

ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计分析，结果采用平均数±标准差

表示。

２　结果与分析

２．１　不同方法提取ＢＰＳＤＦ的游离酚、结合酚和总酚含量

由表１可得，在提取过程中蜂花粉原料中的多酚类

物质除溶于水、乙醇溶液而流失外，还有部分被残留在

ＢＰＳＤＦ中。多酚在食品基质中可能以单体的形式被物理

吸附或截留成为游离态多酚，或与基质通过化学键的结

合而成为结合态多酚［１８］。游离态多酚多通过胃、小肠消

化吸收而发挥功效；结合态多酚则能到达大肠，在肠道微

生物的作用下实现游离化而发挥其功效［１９－２０］。

从表１还可知，不同方法提取ＢＰＳＤＦ的游离酚、结合

酚和总酚含量均差异显著，游离酚为０．３０９～０．４３５ｍｇ／ｇ，

结合酚含量为０．０９２～０．１３５ｍｇ／ｇ，总酚含量为０．４４４～

０．５３６ｍｇ／ｇ。纤维素酶酶解提取、酸溶液提取、碱溶液提

取ＢＰＳＤＦ游离酚分别占其总酚的８１．１６％，８０．３４％，

６９．５９％，可推知ＢＰＳＤＦ中多酚主要以游离酚的形式存

在。同时，酶提ＢＰＳＤＦ游离酚、总酚含量较高，分别为碱

提的１．４１，１．２１倍；碱提ＢＰＳＤＦ结合酚含量较高，为酸提

的１．４７倍。不同的提取方法可能导致蜂花粉细胞壁裂解

组分、同一组分裂解方式不同，得到的ＢＰＳＤＦ组成成分、

分子量大小、碳链长短不同［１２］，从而影响ＢＰＳＤＦ中残留

多酚的含量及多酚存在形式。

表１　ＢＰＳＤＦ游离酚、结合酚和总酚含量

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆｆｒｅｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ，ｂｉｎｄｉｎｇｐｏｌｙｐｈｅ

ｎｏｌｓａｎｄｔｏｔａｌｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｉｎＢＰＳＤＦ ｍｇ／ｇ

样品 游离酚 结合酚 总酚

原料 ２．４２８±０．０１４ｄ ０．４５２±０．００１ｄ ２．８８０±０．０１３ｄ

酶提ＢＰＳＤＦ ０．４３５±０．０１３ｃ ０．１０１±０．００２ｂ ０．５３６±０．００９ｃ

酸提ＢＰＳＤＦ ０．３７６±０．００６ｂ ０．０９２±０．００４ａ ０．４６８±０．００４ｂ

碱提ＢＰＳＤＦ ０．３０９±０．００１ａ ０．１３５±０．００３ｃ ０．４４４±０．００３ａ

　　同列不同字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　不同方法提取 ＢＰＳＤＦ游离酚、结合酚的 ＨＰＬＣ

图谱

　　３种方法提取ＢＰＳＤＦ的游离酚、结合酚 ＨＰＬＣ叠加

图谱如图１所示，游离酚、结合酚 ＨＰＬＣ图谱峰形相似，

出峰时间相近，出峰面积略有差异。其中，ＢＰＳＤＦ游离酚

在３．７７５ｍｉｎ附近均出现较大吸收峰，结合酚在３．７７５，

４．２５６ｍｉｎ附近均出现较大吸收峰。从 ＨＰＬＣ图谱初步

推之，提取条件虽对蜂花粉多酚含量有一定影响，但对保

留在ＢＰＳＤＦ中各游离酚、结合酚中主要的多酚组分影响

较小，其具体差异性还需进一步研究确定。

２．３　不同方法提取ＢＰＳＤＦ对大肠杆菌生长的影响

如图２所示，与空白对照组相比，不同方法提取的

ＢＰＳＤＦ对大肠杆菌均有一定的抑制作用；且随着试验培

养基中ＢＰＳＤＦ浓度增加，抑制能力增加。同时，同种浓

度下添加酶提ＢＰＳＤＦ供试培养基的大肠杆菌菌落数最

低，与空白对照组相比在１ｇ／Ｌ浓度下即有极显著差异，

抑制作用最强；其次，酸提ＢＰＳＤＦ１ｇ／Ｌ浓度下与空白对

照组相比差异显著，５ｇ／Ｌ浓度达到差异极显著；碱提

ＢＰＳＤＦ对大肠杆菌的抑制作用相对较低，在５ｇ／Ｌ浓度
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Ｓ１．酶提ＢＰＳＤＦ　Ｓ２．酸提ＢＰＳＤＦ　Ｓ３．碱提ＢＰＳＤＦ

图１　ＢＰＳＤＦ游离酚、结合酚 ＨＬＰＣ图谱

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｆｒｅｅｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓ，

ｂｉｎｄｉｎｇｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｓｉｎＢＰＳＤＦ

表示与空白对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），表示与空白对照

组差异极显著（Ｐ＜０．０１）

图２　ＢＰＳＤＦ对大肠杆菌菌落数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＢＰＳＤＦｏｎ犈．犮狅犾犻ｃｏｌｏｎｉｅｓ

下与空白对照组相比差异显著。３种方法提取的ＢＰＳＤＦ

对大肠杆菌的抑制能力与其含有游离酚、总酚含量高低

的趋势一致。

２．４　不同方法提取ＢＰＳＤＦ对金黄色葡萄球菌生长的

影响

　　如图３所示，与空白对照组相比，３种方法提取的

ＢＰＳＤＦ对金黄色葡萄球菌均有一定的抑制作用；且随着

试验培养基中ＢＰＳＤＦ浓度增加，抑制能力增加。同时，

同种浓度下添加酶提ＢＰＳＤＦ供试培养基的金黄色葡萄

球菌菌落数最低，与空白对照组相比在１ｇ／Ｌ浓度下差

异显著，在３ｇ／Ｌ浓度下达到差异极显著，抑制作用最强。

其次，碱提ＢＰＳＤＦ在３ｇ／Ｌ浓度下与空白对照组相比差

表示与空白对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），表示与空白对照

组差异极显著（Ｐ＜０．０１）

图３　ＢＰＳＤＦ对金黄色葡萄球菌菌落数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＢＰＳＤＦｏｎＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ

ａｕｒｅｕｓｃｏｌｏｎｉｅｓ

异显著，酸提ＢＰＳＤＦ在５ｇ／Ｌ浓度下与空白对照组相比

差异显著。

２．５　不同方法提取ＢＰＳＤＦ对白色念珠球菌生长的影响

如图４所示，与空白对照组相比，３种方法提取的

ＢＰＳＤＦ对白色念珠球菌均有一定的抑制作用；随着试验

培养基中ＢＰＳＤＦ浓度增加，抑制能力增加。同时，同种

浓度下添加酶提ＢＰＳＤＦ供试培养基的白色念珠球菌菌

落数最低，与空白对照组相比在１ｇ／Ｌ浓度下差异显著，

３ｇ／Ｌ时差异极显著，抑制作用最强。其次，酸提ＢＰＳＤＦ

在３ｇ／Ｌ浓度下与空白对照组相比差异显著，５ｇ／Ｌ浓度

达到差异极显著。碱提ＢＰＳＤＦ对白色念珠球菌的抑制

作用相对较低，在５ｇ／Ｌ浓度下与空白对照组相比差异显

著。３种方法提取的ＢＰＳＤＦ对白色念珠球菌的抑制能力

与其含有游离酚、总酚含量高低的趋势一致。

２．６　不同方法提取ＢＰＳＤＦ对双歧杆菌生长的影响

如图５所示，与空白对照组相比，３种方法提取的

ＢＰＳＤＦ对双歧杆菌均有一定的促进作用；且随着试验培

养基中ＢＰＳＤＦ浓度增加，促进能力增加。同时，同种浓

度下添加酶提、酸提ＢＰＳＤＦ供试培养基的双歧杆菌菌落

表示与空白对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），表示与空白对照

组差异极显著（Ｐ＜０．０１）

图４　ＢＰＳＤＦ对白色念珠球菌菌落数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＢＰＳＤＦｏｎＣａｎｄｉｄａ

ｓｐｏｒｏｇｅｎｅｓｃｏｌｏｎｉｅｓ
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表示与空白对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），表示与空白对照

组差异极显著（Ｐ＜０．０１）

图５　ＢＰＳＤＦ对双歧杆菌菌落数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＢＰＳＤＦｏｎＢｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ｃｏｌｏｎｉｅｓ

数较高，与空白对照组相比均在３ｇ／Ｌ浓度下差异显著，

５ｇ／Ｌ时差异极显著，促进作用较强。碱提ＢＰＳＤＦ对双

歧杆菌的促进作用相对较低，在５ｇ／Ｌ浓度下与空白对

照组相比差异显著。

２．７　不同方法提取ＢＰＳＤＦ对嗜酸乳杆菌生长的影响

如图６所示，与空白对照组相比，３种方法提取的

ＢＰＳＤＦ对嗜酸乳杆菌均有一定的促进作用；且随着试验

培养基中ＢＰＳＤＦ浓度增加，促进能力增加。同时，同种

浓度下添加碱提、酸提ＢＰＳＤＦ供试培养基的嗜酸乳杆菌

菌落数较高，与空白对照组相比均在１ｇ／Ｌ浓度下达到

差异极显著，促进作用相对较强。相同浓度下酶提

ＢＰＳＤＦ供试培养基的嗜酸乳杆菌菌落数较低，在５ｇ／Ｌ

浓度下与空白对照组相比差异极显著，对嗜酸乳杆菌的

促进作用相对较低。

表示与空白对照组差异显著（Ｐ＜０．０５），表示与空白对照

组差异极显著（Ｐ＜０．０１）

图６　ＢＰＳＤＦ对嗜酸乳杆菌菌落数的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＴｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆＢＰＳＤＦｏｎＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ

ａｃｉｄｏｐｈｉｌｕｓｃｏｌｏｎｉｅｓ

３　结论
本研究探讨了３种方法提取的ＢＰＳＤＦ中多酚存在

形式及其含量，ＢＰＳＤＦ对常见有害菌、有益菌的影响。结

果表明，ＢＰＳＤＦ中多酚主要以游离酚的形式存在；提取方

法对其保留的游离酚、结合酚的多酚组分影响较小。３种

方法提取的ＢＰＳＤＦ对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白色

念珠球菌有较好的抑制作用，对双歧杆菌和嗜酸乳杆菌

有一定的促进作用。从抑制有害菌、促进有益菌生长的

百分率对比分析，ＢＰＳＤＦ对供试有害菌的抑制作用优于

对供试有益菌的促进作用。并且，ＢＰＳＤＦ中总酚、游离酚

含量与其对供试有害菌抑制作用的趋势相符，采用纤维

素酶酶解提取ＢＰＳＤＦ其总酚、游离酚残留较高，对３种

供试有害菌的抑制作用较好。

另外，糖份作为微生物生长所需的养分。ＢＰＳＤＦ对

微生物生长的影响不仅与其所含多酚相关，也应与其所

含糖相关。故后续将对不同方法提取的ＢＰＳＤＦ中糖的

组成做进一步研究。
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