
基金项目%崇左市科技计划项目'编号/崇科
&.!"!""!8

(.广西民

族师范学院服务地方经济社会发展专项项目'编号/

!"8=&+""!

(

作者简介%许丹妮!女!广西民族师范学院副教授!硕士"

通信作者%苏秀芳'

8=N8

,(!女!广西民族师范学院教授!硕士"

24OGBM

/

>:8!>!8#8

"aa

?U'O

收稿日期%

!"!848"4"=

!"#

/

$%&$'()*

0

+

&,

-+

.&$%%'&)/00&*%**&=%%/=

细叶黄皮根总黄酮提取工艺优化及抑菌活性研究
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摘要%目的%优化细叶黄皮根总黄酮的提取工艺#并测定

不同产地细叶黄皮根总黄酮得率及其抑菌作用&方法%

以细叶黄皮根为原料#采用超声波法提取总黄酮物质#通

过单因素与正交试验#进行各产地细叶黄皮根总黄酮的

提取及抑菌试验&结果%提取细叶黄皮根总黄酮最佳工

艺为(温度
N"d

#超声功率
>"+

#乙醇体积分数
="@

#料

液比
8j8#

!

[

-

O5

"#提取时间
:"OBI

#此条件下细叶黄

皮根总黄酮得率为
9?9#8@

'崇左市区细叶黄皮根总黄酮

得率最高达
:?N*8@

'细叶黄皮根总黄酮对绿脓杆菌$金

色葡萄球菌$枯草杆菌$杀螟杆菌及大肠杆菌均有抑制作

用#而且作用较强&结论%采用超声波法提取细叶黄皮根

总黄酮较为适宜#不同产地细叶黄皮根总黄酮的得率差

异较大#其总黄酮具有广谱的抑菌活性&

关键词%细叶黄皮'总黄酮'超声辅助法'工艺优化'抑菌

作用
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细叶黄皮1

67&3@4'&&',@3M-274'@

'

ZMGIU'?

(

0QFF

2为

芸香科黄皮属植物"据报道!细叶黄皮植物含有香豆

素1

8

2

%黄酮类1

!

2

%挥发性成分1

9

2等!其中黄酮类成分含量

较高"苏秀芳等1

:]>

2分别从细叶黄皮果仁%叶提取总黄

酮!并测定其清除羟自由基活性!表明总黄酮具有较强的

清除羟自由基的能力"另外!苏秀芳等1

#

2研究发现!细叶

黄皮茎皮乙醇提取物具有广谱的抑菌活性"

为进一步考察细叶黄皮其他部位总黄酮含量!以及

不同产地细叶黄皮总黄酮含量及抑菌情况!研究拟优化

细叶黄皮根总黄酮的超声辅助提取工艺!并对广西崇左

市不同地区细叶黄皮根提取物的抑菌活性进行测定!以

期为细叶黄皮资源的开发提供参考"

&%!
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第
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卷第
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期 总第
!:*

期
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年
#

月
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材料与方法
8?8

!

仪器

紫外可见分光光度计/

%A48#"8

型!北京瑞利分析仪

器公司.

超声波清洗器/

(7!!"",E)

型!上海冠特超声仪器

有限公司.

立式电热压力蒸汽灭菌器/

56hb4>"̂ Z(

型!上海申

安医疗器械厂.

隔水式恒温培养箱/

71E4=!N"

型!上海精寄宏实验

设备有限公司"

8?!

!

材料

绿脓杆菌'

T@43;2M2'&@&4=3

8

,'2@&

(%金黄色葡萄球

菌'

0>&

U

1

A

72<2<<3@&3=43

(/广东微生物研究所.

大肠杆菌'

(@<14=,<1,&<27,

(%枯草杆菌'

D&<,773@@3J-

>,7,@

(%杀螟杆菌'

D&<,773@<4=43@

(/广西大学农学院.

芦丁/生化试剂!上海晶纯试剂有限公司.

琼脂粉%牛肉膏%蛋白胨/广东环凯微生物有限公司"

8?9

!

样品

细叶黄皮于
!"!"

年
>

月采摘于崇左市郊区%扶绥县

东门镇%宁明县亭亮乡%龙州县响水镇%天等县东平乡%大

新县雷平镇!经该院植物分类学黄秋婵教授鉴定为

67&3@4'&&',@3M-274'@

"取各产地细叶黄皮根烘干!粉

碎!过
#"

目筛备用"

8?:

!

方法

8?:?8

!

标准品溶液的制备
!

准确称取芦丁标准品
8!?>"O

[

!

用
#"@

乙醇溶解并定容!配制成芦丁标准液
"?!>""

[

0

5

"

8?:?!

!

测定波长的选择
!

取
8O5

芦丁标准品溶液!用

>@ 1G1-

!

水溶液
"?:O5

溶解!放置
#OBI

!再用
8"@

.M

'

1-

9

(

9

水溶液
"?:O5

溶解!放置
#OBI

!最后用
:@

1G-,

水溶液
:?"O5

溶解并定容!室温放置
8>OBI

后!

用
:""

!

#""IO

范围扫描最大吸收波长!结果在
>8"IO

处有最大吸收峰!以
>8"IO

作为测定波长"

8?:?9

!

标准曲线的绘制
!

取
>

只比色管!分别准确吸取

"?!>

!

"?>"

!

"?N>

!

8?""

!

8?!>O5

芦丁标准品溶液!其他步

骤同
8?:?!

!以试剂空白为对照!测定样品的吸光度"以芦

丁质量浓度为横坐标!吸光度为纵坐标!绘制标准曲线!

得回归方程/

/m=?:*>N

.

]"?""98

!

K

!

m"?===#

!在考察

范围内呈良好的线性关系"

8?:?:

!

单因素试验
!

以细叶黄皮根总黄酮得率为考察指

标!大新县雷平镇细叶黄皮根为原料通过超声辅助提取

法探讨不同提取条件对总黄酮得率的影响"

'

8

(温度对总黄酮得率的影响/称取物料
8?"""

[

!加

#"@

乙醇
!"O5

!设定功率
>"+

!超声提取
!"OBI

!滤纸

过滤!定容至
>"O5

!准确吸取
8O5

样品按
8?:?9

处理!

测定吸光度后计算总黄酮得率"探讨温度为
9"

!

:"

!

>"

!

#"

!

N"

!

*"d

对细叶黄皮根总黄酮得率的影响"

'

!

(超声功率对总黄酮得率的影响/称取物料

8?"""

[

!加
#"@

乙醇
!"O5

!分别设定超声功率
:"

!

>"

!

#"

!

N"

!

*" +

!超声提取
!" OBI

!过滤!定容!准确吸取

8O5

样品按
8?:?9

处理!测定吸光度后计算总黄酮得率"

'

9

(乙醇体积分数对总黄酮得率的影响/称取物料

8?"""

[

!温度
N" d

!功率
#" +

!设定乙醇体积分数为

:"@

!

>"@

!

#"@

!

N"@

!

*"@

!

="@

!

8""@

!分 别 量 取

!"O5

!提取
!"OBI

!过滤!定容!准确吸取
8O5

样品按

8?:?9

处理!测定吸光度后计算总黄酮得率"

'

:

(液料比对总黄酮得率的影响/称取物料
8?"""

[

!

设定温度
N"d

!功率
#"+

!乙醇体积分数
="@

!改变液

料比
8j*

!

8j8!

!

8j8#

!

8j!"

!

8j!:

!

8j!*

'

[

0

O5

(!提

取
!"OBI

!过滤!定容!准确吸取
8O5

样品按
8?:?9

处理!

测定吸光度后计算总黄酮提取率"

'

>

(提取时间对总黄酮得率的影响/称取物料

8?"""

[

!设定温度
N"d

!功率
#"+

!乙醇体积分数
="@

!

液料比
8j!:

'

[

0

O5

(!改变提取时间为
!"

!

9"

!

:"

!

>"

!

#"

!

N"OBI

!过滤!定容!准确吸取
8O5

样品按
8?:?9

处

理!测定吸光度后计算总黄酮得率"

8?:?>

!

正交试验
!

根据单因素试验结果!选取
5

=

'

9

:

(正交

表进行试验设计!优化提取工艺并进行重复性验证实验!

以最佳工艺条件测定不同产地细叶黄皮根总黄酮得率"

8?:?#

!

抑菌试验

'

8

(抑菌受试液的制备/分别取崇左市
#

个不同产地

的细叶黄皮根总黄酮!配制成一定浓度受试液"

'

!

(菌液的制备/用供试菌接种于牛肉膏蛋白胨液体

培养基中!在约
9Nd

摇床活化
8*D

!用
8"

倍稀释法稀释

菌悬液 并 进 行 活 菌 计 数!使 最 佳 菌 悬 液 浓 度 约 为

8"

#

/&%

0

O5

"

'

9

(倾注平板法测定抑菌效果/根据文献1

N

2修改如

下!用移液枪吸取受试液各
!O5

!分别放于直径约
=UO

的无菌空培养皿内!加入预先融化冷却好的琼脂培养基!

混匀.移取配置好的菌液
8""

+

5

!放入相应的培养皿中!

均匀涂布!于
9N

!

9=d

恒温培养!

!:D

后观察结果!量出

抑菌圈"

8?>

!

数据分析

试验数据均为
9

个平行样的均值!采用
2SUQM!"8"

处理数据%绘图并进行统计分析"

!

!

结果与讨论
!?8

!

单因素试验

!?8?8

!

温度对细叶黄皮根总黄酮得率的影响
!

由图
8

可

知!细叶黄皮根总黄酮得率在
9"

!

#"d

时呈平缓上升趋

势!温度为
N"d

时总黄酮得率最大!随后出现下降!推测

随着温度的增加!分子运动速率增加!加速了黄酮类成分

'%!

"

A'M?9*

$

1'?#

许丹妮等%细叶黄皮根总黄酮提取工艺优化及抑菌活性研究



图
8

!

温度对总黄酮得率的影响

&B

[

KFQ8

!

2PPQUV'PVQO

L

QFGVKFQ'IQSVFGUVB'IFGVQ

'PV'VGMPMGY'I'BWC

向细胞外的溶出1

*

2

"因此最佳提取温度为
N"d

"

!?8?!

!

超声功率对细叶黄皮根总黄酮得率的影响
!

由

图
!

可知!在超声功率为
>"+

时细叶黄皮根总黄酮得率

达到最大值!而后逐渐下降!可能是由于受到#空化作

用$

1

=

2的影响!某些黄酮类物质结构受到破坏!因而影响

总黄酮得率"因此最佳提取功率为
>"+

"

!?8?9

!

乙醇体积分数对细叶黄皮根总黄酮得率的影响

由图
9

可知!细叶黄皮根总黄酮得率随乙醇体积分

数的增加呈先升高后降低的趋势!当乙醇体积分数为

="@

时得率最高!达
9?8@

"这可能是随着乙醇体积分数

的增加!有其他杂质溶出并与乙醇,水分子结合!导致总

图
!

!

超声功率对总黄酮得率的影响

&B

[

KFQ!

!

2PPQUV'PWBPPQFQIVKMVFGC'IBU

L

'\QF'IVDQ

QSVFGUVB'IFGVQ'PV'VGMPMGY'I'BWC

图
9

!

乙醇体积分数对总黄酮得率的影响

&B

[

KFQ9

!

2PPQUV'PQVDGI'MU'IUQIVFGVB'I'IQSVFGUVB'I

FGVQ'PV'VGMPMGY'I'BWC

黄酮得率降 低1

8"

2

"因 此 最 佳 提 取 的 乙 醇 体 积 分 数

为
="@

"

!?8?:

!

料液比对细叶黄皮根总黄酮得率的影响
!

由图
:

可知!细叶黄皮根总黄酮得率在料液比为
8j!:

'

[

0

O5

(

时达到最大值
9?8!@

!推测溶剂量增加!在超声作用下料

液之间混合较充分!同时使植物细胞破裂!溶剂迅速进入

细胞内!促使黄酮类化合物不断溶出!直至达到饱和"因

此最佳提取的料液比为
8j!:

'

[

0

O5

("

图
:

!

料液比对总黄酮得率的影响

&B

[

KFQ:

!

2PPQUV'PMB

a

KBWOGVQFBGMFGVB''IQSVFGUVB'I

FGVQ'PV'VGMPMGY'I'BWC

!?8?>

!

提取时间对细叶黄皮根总黄酮得率的影响
!

由

图
>

可知!细叶黄皮根总黄酮得率随提取时间的增加先

增加后降低并趋于平缓!当提取时间为
:"OBI

时得率达

到最大值!为
9?8N@

"推测在合适的提取时间范围!超声

波能促进总黄酮类成分的溶出!而随提取时间的延长!总

黄酮类成分溶出完全!同时有可能溶出的黄酮类化合物

反而被超声所破坏!导致总黄酮得率下降1

88

2

"因此最佳

提取时间为
:"OBI

"

!?!

!

正交试验

!?!?8

!

正交试验因素
!

正交试验因素水平设计见表
8

!试

验结果与极差分析见表
!

!方差分析结果见表
9

"

!!

由表
!

和表
9

可知!细叶黄皮根总黄酮得率的主次

影响因素为料液比
#

超声功率
#

提取时间
#

乙醇体积分

数'

/

#

Z

#

6

#

.

(!其中料液比%超声功率对总黄酮得率

图
>

!

提取时间对总黄酮得率的影响

&B

[

KFQ>

!

2PPQUV'PQSVFGUVB'IVBOQ'IQSVFGUVB'IFGVQ

'PV'VGMPMGY'I'BWC

(%!

提取与活性
2b)3./)$-1 ; ./)$A$)<

总第
!:*

期
"

!"!!

年
#

月
"



表
8

!

正交试验因素水平表

)GXMQ8

!

5QYQMVGXMQ'P'FVD'

[

'IGMVQCVPGUV'FC

水平
.

乙醇体

积分数0
@

Z

超声

功率0
+

/

料液比

'

[

0

O5

(

6

提取

时间0
OBI

8 *" >" 8j8# 9"

! =" #" 8j!" :"

9 8"" N" 8j!: >"

表
!

!

试验结果与极差分析

)GXMQ!

!

)QCVFQCKMVGIWFGI

[

QGIGM

J

CBC

实验号
. Z / 6

总黄酮得率0
@

8 8 8 8 8 !?=9*

! 8 ! ! ! !?N#9

9 8 9 9 9 !?>>*

: ! 8 ! 9 !?!9"

> ! ! 9 8 !?=>=

# ! 9 8 ! 9?!N:

N 9 8 9 ! !?>9N

* 9 ! 8 9 9?!=>

= 9 9 ! 8 !?>""

W

8

!?N>9 !?>#* 9?8#= !?N==

----------------------

W

!

!?*!8 9?""> !?:=* !?*>*

W

9

!?NNN !?NNN !?#*> !?#=:

K "?"#* "?:9N "?#N8 "?8#:

表
9

!

方差分析结果l

)GXMQ9

!

)DQFQCKMVC'PYGFBGIUQGIGM

J

CBC

变异来源 离均差平方和 自由度 均方
:

值 显著水平

. "?""N8 ! "?""9#

!

8?""""

Z "?!*#* ! "?8:9: :"?8!N!

(

/ "?N8== ! "?9#"" 8""?N!!>

((

6 "?":88 ! "?"!"> >?N:N*

!

l

!(

表示影响显著'

T

%

"?">

(.

((

表示影响极显著'

T

%

"?"8

("

具有显著性影响.最佳提取工艺条件为
.

!

Z

!

/

8

6

!

!即乙

醇体 积 分 数
="@

!超 声 功 率
>" +

!料 液 比
8j

8#

'

[

0

O5

(!提取时间
:"OBI

"

!?!?!

!

验证实验
!

准确称取
9

份试样!按最佳提取工艺

条件提取!总黄酮得率分别为
9?9:#@

!

9?9*"@

!

9?9>#@

!

平均值为
9?9#8@

!表明此工艺重复性好!具有可行性"

!?9

!

不同产地细叶黄皮根提取物得率比较

称取各个产地的细叶黄皮根
8?"""

[

!按最佳提取工

艺提取!结果见表
:

"由表
:

可知!崇左市区细叶黄皮根

皮提取总黄酮得率最高!其次是大新县雷平镇"

!?:

!

不同产地细叶黄皮根提取物抑菌活性比较

取不同产地细叶黄皮根提取物!低温回收溶剂后!低

温烘干后加入二甲亚砜'经试验表明其对供试菌无抑制

作用(!配成质量浓度
8""O

[

0

O5

!为受试液!进行抑菌试

验!结果见表
>

"

表
:

!

不同产地总黄酮的得率

)GXMQ:

!

/'IVQIV'PVDQV'VGMPMGY'I'BWCBI

WQPPQFQIVGFQGC

产地 部位 总黄酮得率0
@

崇左市区
!!

根皮
:?N*8

大新县雷平镇 根
!

9?9#8

扶绥县东门镇 根皮
8?*#8

龙州县响水镇 根
!

"?=8*

宁明县亭亮乡 根
!

"?*#>

天等县东平乡 根
!

"?=#>

表
>

!

不同产地细叶黄皮总黄酮抑菌圈直径

)GXMQ>

!

6BGOQVQF'PBIDBXBVB'IT'IQ'PV'VGMPMGY'I'BWCBI

67&3@4'&&',@3M-274'@PF'OWBPPQFQIV

L

F'WKUBI

[

GFQGC OO

产地
绿脓

杆菌

金色葡

萄球菌

枯草

杆菌

杀螟

杆菌

大肠

杆菌

崇左市区
!!

8:?" 89?> 89?9 8!?" 89?"

大新县雷平镇
89?! 8!?* 8!?" 89?" 89?>

扶绥县东门镇
8!?! 88?9 88?* 8"?= 88?:

龙州县响水镇
88?" 8"?> 88?> 8"?" 8"?"

宁明县亭亮乡
88?> =?" 88?" 8"?> =?>

天等县东平乡
88?" *?* 8"?" =?> =?!

!!

由表
>

可知/不同产地细叶黄皮根提取物对
>

种菌

均有一定的抑制作用!不同产地提取物的抑菌效果不同!

但同一产地的提取物对
>

种菌的抑制效果差异不明显"

整体分析
#

个产地中崇左市区%大新县雷平镇细叶黄皮

根提取物抑菌作用相对较强!次之为龙州县响水镇!天等

县东平乡%宁明细叶黄皮提取物抑菌效果相对较弱"其

原因可能是不同产地细叶黄皮根提取物的总黄酮含量不

同!影响了其对
>

种试验菌的抑制作用"

9

!

结论
通过 超 声 辅 助 提 取 细 叶 黄 皮 根 总 黄 酮 得 率 为

9?9#8@

!不同产地细叶黄皮根总黄酮提取得率有差异!崇

左市区细叶黄皮根皮总黄酮得率达
:?N*8@

!其次是大新

县雷平镇总黄酮得率为
9?9#8@

!超声波辅助提取法简

便%省时!适合用于细叶黄皮根总黄酮的提取!推测不同

产地!不同土壤%不同气候环境对细叶黄皮根总黄酮得率

有一定的影响!而不同产地细叶黄皮根或根皮总黄酮对

)%!

"

A'M?9*

$

1'?#

许丹妮等%细叶黄皮根总黄酮提取工艺优化及抑菌活性研究



杆菌类'绿脓%枯草%杀螟%大肠(及金色葡萄球菌均有抑

制作用!抑菌广谱!且不同产地抑菌效果不同"综合分

析!细叶黄皮利用价值高!应对各产地相同部位的有效成

分及生物活性等进一步深入研究!筛选出最佳的产地并

进行大量种植!使其在食品行业中发挥更广的作用"
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