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不同极性柳叶蜡梅叶萃取物总酚含量及其

抗氧化#抑菌能力研究
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摘要!采用甲醇回流提取&梯度萃取得到正己烷萃取物&二氯

甲烷萃取物&乙酸乙酯萃取物&正丁醇萃取物和水萃取物
%

个不同极性部分$以多酚含量&还原能力&对
"

$

"*

二苯基
*(*

三

硝基苯肼'

VXXG

(自由基的清除能力及抑制微生物生长为

评价指标$研究其体外抗氧化和抑菌活性能力!结果表明"

柳叶腊梅叶多酚量较为丰富$乙酸乙酯萃取物含量最多$为

'

!#&6%cN6:"

(

+

>

#

>

!柳叶腊梅叶萃取物具有较强的抗氧化

活性$其还原能力和对
VXXG

自由基清除能力随其浓度的增

加而增强!甲醇&正己烷&二氯甲烷&乙酸乙酯&正丁醇和水

萃取物对
VXXG

自由基清除能力的半数抑制浓度 '

H/

%#

(值

分别为
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!柳叶腊梅

叶萃取物对大肠杆菌&金黄葡萄球菌&枯草芽孢杆菌和绿脓

杆菌均有抑制作用$二氯甲烷萃取物的抑菌活性最显著$其

对
N

种受试菌的最低抑制浓度为
(+

>

#

+?

!故柳叶腊梅叶

萃取物具有较好的抗氧化和抑菌特性$为进一步分离提取活

性化合物提供依据!

关键词!柳叶腊梅叶%极性%萃取物%抗氧化%抑菌
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柳叶腊梅!
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#为腊梅科腊

梅属半常绿灌木%是中国特有植物%主产于江浙皖南一带&

柳叶蜡梅叶揉碎极芳香%可入药%是畲族民间常用的药材)

"

*

%

可用于治疗因感受风寒而引起的肚痛-肚胀-腹泻%或伤食所

致的消化不良-腹部胀痛等)

(
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&现代药理学表明"柳叶腊梅

叶中含有挥发油-生物碱-香豆素类-黄酮类-蒽醌类等活性

成分)

!M%

*

%具有抗肿瘤-抗病毒-抗氧化-修复酒精性肝损伤

及增强机体免疫等功效)
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&目前国内外学者对柳叶蜡梅

叶的研究主要集中在挥发油及其抗氧化方面)

!

%

&

*

%对柳叶蜡
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梅叶主要活性成分系统分离的研究仍然缺乏%比较全面的研

究其抗氧化和抑菌性能尚未见报道&

现在抗氧化-抑菌的食品化学添加剂滥用又日趋严重%

而柳叶蜡梅叶作为药食同源的天然植物%具有多种生物活性

且无任何副作用%是研究开发新的抗氧化与抗菌药物的理想

资源&本研究拟以柳叶腊梅叶为原料%采用甲醇回流提取-

梯度萃取得到正己烷萃取物-二氯甲烷萃取物-乙酸乙酯萃

取物-正丁醇萃取物和水萃取物
%

个不同极性部分%分析萃

取物的多酚含量-还原能力-对
VXXG

自由基的清除能力及

抑菌效果%为该植物活性成分的进一步分离及开发利用提供

试验依据&

"

!

材料与方法
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材料与仪器
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材料与试剂

柳叶腊梅叶"
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年
!

月于安徽省黄山市采集%新鲜%无

病虫害$

大肠杆菌!
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#-金黄色葡萄球菌!
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#-绿脓杆菌
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#"武汉大学微生物保藏中心$

二甲基亚砜-甲醇-正己烷-二氯甲烷-乙酸乙酯-正丁

醇-三氯乙酸-三氯化铁-氯化钠-无水硫酸钠-铁氰化钾-苯

酚-无水乙醇-无水碳酸钠等"分析纯%南京化学试剂有限

公司$

蛋白胨-牛肉膏-琼脂"生物试剂%北京陆桥技术有限责

任公司$
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-

;

Y

-丹宁酸-

W0.-4*Y-09,./75

试剂-对羟基苯甲酸
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#"美国
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+,

公司&
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主要仪器设备

全波长酶标仪"
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E

79/C,I,i*"&#

型%美国
I0.795.,CV7*

H-971

公司$

电子天平"

W=(##N<

型%上海精密科学仪器有限公司$

旋转蒸发仪"

);!N"

型%北京莱伯泰科仪器有限公司$

电热恒温水浴锅"

GeZ*(N

型%上海一恒科学仪器有限

公司$

鼓风干燥箱"

OTg(#

型%上海精宏实验设备有限公司$

台式高速微量离心机"

KO"'=

型%上海卢湘仪离心机仪

器有限公司$

生物安全柜"

RGY*"!##@@R(

型%苏州安泰技术有限

公司$

不锈钢立式电热蒸汽消毒器"

fI%#[

型%上海三申医疗

器械有限公司$

智能生化培养箱"

ZXK*X(%#=

型%安徽佳创医疗器械有

限公司&
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试验方法
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柳叶腊梅叶不同极性萃取物的制备
!

新鲜柳叶腊梅

叶清水洗净后%

'#]

烘干至恒重%粉碎成粉末&取柳叶腊梅

叶粉末
:#

>

%加入甲醇
N##+?

%

'#]

恒温回流提取
!A

%抽滤

得甲醇提取液%滤渣用甲醇以同样方法重复提取
(

次&合并

!

次滤液%于
%# ]

下减压浓缩回收溶剂%得到甲醇提取物

!

+7/A,40.7i/C,9/

%

I7JG

#
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&再依次用不同溶剂进

行萃取)

"#M"(

*

%分别减压浓缩回收溶剂%冷冻干燥得到柳叶蜡

梅叶的正己烷萃取物!

2*A7i,47BC,9/-04

%
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#
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氯甲烷萃取物 !
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乙酸乙酯萃取物 !
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丁醇萃取物 !
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和水萃取物
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&按式!
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#计算各萃取物的提

取率&
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式中"

J

'''各萃取物的提取率%

P

$

!

Z

'''各萃取物浓缩干燥后的重量%

>

$

!

#

'''甲醇提取物的重量%为
($6:$

>
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总多酚含量测定
!

根据文献)
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#
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*%采用
W0.-4*Y-*

09,./75

法修改如下"取
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单宁酸!
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#%将溶液定容至
"+?

%制成待

测液&取
#6#%+?

各待测液和
#6#%+?W0.-4*Y-09,./75

试剂

!

#6(%+0.

(

?

#%反应
!+-4

后%加入
"+?#6$+0.

(

?

碳酸钠

溶液%

!# ]

静置
"A

显色%精确吸取
#6( +?

于酶标仪

$%#4+

处测定吸光度&同时将
W0.-4*Y-09,./75

试剂换成去

离子水作为空白对照组%绘制质量浓度'吸光值的标准曲

线&按同法测定柳叶蜡梅叶不同萃取物的多酚含量%其中

"

>

萃取物中的多酚含量以单宁酸当量 !
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.74/

%
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#计&

"6(6!
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还原能力的测定
!

参考文献)
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#
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*修改如下"取

#6"+?

不同浓度的柳叶蜡梅叶萃取物 !
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#与
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E
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磷酸缓冲溶液-

#6"+?

"P

铁氰化钾溶液混合%

%#]

水浴反应
(#+-4

%冷却后加入

#6"+?"#P

三氯乙酸%

!###C

(

+-4

离心
"%+-4

%取上清液

#6"+?

%加入超纯水
#6"+?

与
#6#"+?#6"P

三氯化铁%静

置
"#+-4

后于酶标仪
$##4+

波长处测定吸光值&同时将

铁氰化钾溶液替换成
#6"+?

去离子水作为空白对照组&以

;

Y

为阳性对照%重复
!

次%取平均值&

"6(6N

!

VXXG

自由基清除能力的测定
!

参考文献)

":

#

(#

*

修改如下"取
#6"+?

不同浓度的柳叶腊梅叶萃取物 !

#6##
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%

#6"#

%
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#6:#
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#%加入
#6#%+?

(+0.

(

?

的
VXXG

溶液%混匀%避光反应
"#+-4

%于
%"$4+

处测定样品吸光值!

,

Z

#&样品对照组为
&&6&P

乙醇与萃取

物混合测定吸光值!

,

ZR

#%空白组为
VXXG

溶液与二甲基亚

砜混合测定吸光值!

,

Y

#%空白对照组为
&&6&P

的乙醇与二

甲基亚砜混合测定吸光值!

,

YR

#&以
;9

为阳性对照%重复

!

次%取平均值&按式!

(

#计算
VXXG

自由基清除率&
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"##P
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(

#

式中"

H

'''

VXXG

自由基清除率%

P

$

,

Z

'''样品组吸光值$

"%"

提取与活性
!

(#"$

年第
:

期



,

ZR

'''样品对照组吸光值$

,

Y

'''空白组吸光值$

,

YR

'''空白对照组吸光值&

"6(6%

!

抑菌特性研究

!

"

#菌种活化及菌悬液制备"将大肠杆菌-金黄葡萄球

菌-枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌接种到试管培养基斜面进行活

化%于
!$]

恒温培养箱中培养
(NA

&长出菌落后%在无菌操

作台内各挑取已活化好的菌种接种到无菌生理盐水中%配置

各菌悬液浓度约为
"#

'

#

"#

$

YW\
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)

("M((

*

&
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(

#抑菌试验"滤纸片法&参考文献)

(!

*修改如下"在

超净工作台中%将灭菌好的培养基倒入已灭菌的培养皿中%

约
"%

#

(#+?

%冷却凝固后%背面划线%编号%倒放在
!$]

培

养箱中培养
(A

后%在超净工作台内取菌悬液
#6"+?

于培养

皿中%用涂布棒涂布均匀&吸取
#6#"+?

不同浓度的柳叶腊

梅叶萃取物 !

#

%

(

%

N

%

'

%

:

%

"#+

>

(

+?

#加在滤纸片中央%

!$]

倒置培养
(NA

后测量抑菌圈直径%出现抑菌圈所对应

的柳叶腊梅萃取物浓度即为最小抑菌浓度&以萃取物的溶

剂 !二甲基亚砜#为空白对照%以
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>

(

+?

对羟基苯甲酸丙

酯 !

XC0

E2

.

E

,C,F74

%

XX

#为阳性对照%重复
!

次%取平均值&

"6!

!

统计学分析

所得数据以平均值
c

标准差表示%运用
ZXZZ":6#

软件

对试验结果进行统计分 !

J47*D,

2

=<J;=

#%利用邓肯式多

重比较对差异显著性进行比较分析%

X

#

#6#%

表示差异显著&

(

!

结果与分析
(6"

!

不同极性萃取物的多酚含量

单宁酸的标准曲线回归方程为"

5

j#6##"%N_#6#"(:

!其中
N

表示丹宁酸质量浓度
"

>

(

+?

%

5

表示吸光值#%

S

(

j

#6&&:$

%在
#

#

#6(+

>

(

+?

时%丹宁酸质量浓度与其吸光度

线性关系良好%该方程可用于柳叶腊梅叶萃取物多酚含量

测定&

由表
"

可知%由于溶剂极性不同对萃取物的得率-萃取

物的成分组成有较大的影响%其中水相-正己烷相-正丁醇相

的提取率较高!分别为
N:6:#P

%

(N6N$P

%

"&6&&P

#&多酚含

量从大到小排序为乙酸乙酯相
%

正丁醇相
%

甲醇相
%

水

相
%

二氯甲烷相
%

正己烷相%其中乙酸乙酯相从甲醇提取物

中分离的酚类高达!

!#&6%cN6:"

#

+

>

(

>

&

表
"

!

不同极性萃取物的提取率和多酚含量^

K,F.7"

!

KA77i/C,9/-04

2

-7.81,48904/74/0B

E

0.

2E

A740.

90+

E

054810B8-BB7C74/

E

0.,C-/

2

BC,9/-0410B/0(&

:%2$2901CC$L(>(

;

%L(>1CG5.7,H71

萃取物 提取率(
P

多酚含量(!

+

>

.

>

M"

#

I7JG !N6:N "&'6$#cN6"#

9

G7i,47 (N6N$ "!(6#%cN6"$

B

YG

(

Y.

(

!6#" "N%6!#c"6&:

7

)/J=9 "6'" !#&6%#cN6:"

,

R5JG "&6&& (!!6'#c!6&'

F

G

(

J

N:6:# "$%6"%c"6#'

8

!

^

!

同列不同字母表示在统计学上具有显著差异 !

X

#

#6#%

#&

(6(

!

不同极性萃取物的还原能力

由图
"

可知%柳叶腊梅叶不同极性萃取物均表现出不同

程度的还原能力%在
#6(

#

"6#+

>

(

+?

时%随着萃取物浓度的

增加%其还原能力不断增强%且呈明显的计量依赖关系&还

原力从大到小排序为乙酸乙酯相
%

正丁醇相
%

水相
%

甲醇

相
%

二氯甲烷相
%

正己烷相%当浓度为
"6#+

>

(

+?

时%还原

能力吸光值分别为
#6&"c#6#"

%

#6%"c#6#N

%

#6N'c#6#"!

%

#6NNc#6#"

%

#6!"c#6#"

%

#6(&c#6#(

%在同浓度条件下
;

Y

的

吸光值为
"6!&c#6#(

%表明乙酸乙酯萃取物具有较强的还原

能力&

图
"

!

不同极性萃取物的还原能力

W-

>

5C7"

!

T7859-4

>E

0D7C0B8-BB7C74/

E

0.,C-/

2

BC,9/-0410B

/0(:%2$2901CC$L(>(

;

%L(>1CG5.7,H71

(6!

!

不同极性萃取物的
VXXG

自由基清除能力

由图
(

可知%萃取物都有较强的抗氧化能力%在
#6#%

#

"6#+

>

(

+?

时%柳叶腊梅叶萃取物对
VXXG

自由基的清除

能力与萃取物浓度呈显著正相关&当乙酸乙酯萃取物浓度

为
"6#+

>

(

+?

时%对
VXXG

自由基的清除率可达
&"6'(P

%

在同浓度条件下
;

Y

的清除能力为
&N6(#P

%说明乙酸乙酯萃

取物的抗氧化能力与
;

Y

的相当&抗氧化活性从大到小排序

为乙酸乙酯相
%

二氯甲烷相
%

正丁醇相
%

正己烷相
%

甲醇

相
%

水相%其
H/

%#

值分别为
#6N:

%

#6'"

%

#6&:

%

"6""

%

"6(N

%

"6!'+

>

(

+?

%表明乙酸乙酯相的抗氧化能力最强&

图
(

!

不同极性萃取物对
VXXG

自由基清除作用

W-

>

5C7(

!

Z9,H74

>

-4

>

,9/-H-/

2

,

>

,-41/VXXGBC77C,8-9,.10B

8-BB7C74/

E

0.,C-/

2

BC,9/-0410B/0(:%2$2901CC$L(>&

(

;

%L(>1CG5.7,H71
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(6N

!

不同极性萃取物的抑菌作用

由表
(

可知%不同极性萃取物中二氯甲烷-正己烷-乙酸

乙酯及甲醇提取物对大肠杆菌-金黄葡萄球菌-枯草芽孢杆

菌和绿脓杆菌均有一定的抑制作用%以二氯甲烷萃取物的抑

菌活性最显著&当二氯甲烷萃取物浓度为
"#+

>

(

+?

时%对

大肠杆菌-金黄葡萄球菌-枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌的最大

抑菌圈直径分别为!

""6%#c"6#%

#%!

""6!!c#6:(

#%!

""6%$c

"6'(

#%!

""6(%c"6#N

#

++

%阳性对照
XX

!终质量浓度为

"+

>

(

+?

#的 最 大 抑 菌 圈 直 径 分 别 为 !

""6::c#6:!

#%

!

"(6"$c#6&:

#%!

"(6!:c#6&(

#%!

""6::c#6'N

#

++

&表明二

氯甲烷萃取物和对羟基苯甲酸丙酯对
N

种供试的革兰氏阳

性细菌和革兰氏阴性细菌都有明显的抑制作用&

为了定量研究柳叶蜡梅叶萃取物对食品中常用菌的抑

制活性%本试验进一步测定了其最小抑菌浓度!

I@Y

#%其中

甲醇-正己烷-二氯甲烷-乙酸乙酯不同浓度萃取物对大肠杆

菌-金黄葡萄球菌-枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌的抑制效果可

见图
!

&由图
!

可知%不同极性萃取物在一定浓度范围内对

N

种菌的抑制效果呈浓度依赖性增大&二氯甲烷和正己烷

萃取物对
N

种菌的最低抑制浓度为
(+

>

(

+?

$乙酸乙酯萃取

物对大肠杆菌-金黄色葡萄球菌的最低抑制浓度为
'+

>

(

+?

%

表
(

!

不同极性萃取物对
N

种菌的抑菌圈直径^

K,F.7(

!

V-,+7/7C0B-4A-F-/0C

2

d0470B8-BB7C74/

E

0.,C-/

2

BC,9/-0410B/0(:%2$2901CC$L(>(

;

%L(>1C

G5.7,H71,

>

,-41/B05C90++04F,9/7C-,.1/C,-41

萃取物
抑菌圈直径(

++

大肠杆菌 金黄葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 绿脓杆菌

Yh M M M M

I7JG &6(%c#6N'

F

"#6"$c#6$%

F9

&6##c#6$'

F

:6%#c"6(#

8

G7i,47 ""6##c"6"#

,

""6"$c#6&:

,F

""6!:c"6N"

,

"#6%#c#6%!

F9

YG

(

Y.

(

""6%#c"6#%

,

""6!!c#6:(

,

""6%$c"6'(

,

""6(%c"6#N

,F

)/J=9 :6N%c#6$&

F

&6:!c#6$%

9

&6::c#6'N

F

&6::c"6!'

9

R5JG M M M M

G

(

J

M M M M

XX ""6::c#6:!

,

"(6"$c#6&:

,

"(6!:c#6&(

,

""6::c#6'N

,

!!!!!!!!!!!!

^

!

萃取物浓度
"#+

>

(

+?

$同列不同字母表示在统计学上具有显著差异 !

X

#

#6#%

#&

图
!

!

不同极性萃取物对
N

种菌的抑菌圈直径

W-

>

5C7!

!

V-,+7/7C0B-4A-F-/0C

2

d0470B8-BB7C74/

E

0.,C-/

2
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对枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌的最低抑制浓度为
N+

>

(

+?

&

通过各菌株抑制效果的比较可以看出%柳叶蜡梅叶不同极性

萃取物对不同菌株的最小抑制浓度不同%其中二氯甲烷萃取

物活性最强%可进一步通过柱层析分离二氯甲烷萃取物%能

够筛选出针对不同菌株的有效活性成分%从而开发出有针对

性的抑菌药物&

!

!

结论
经过以上试验%可知柳叶蜡梅叶不同极性萃取物的总酚

含量丰富%均具有较强的还原能力和
VXXG

自由基清除能

力&乙酸乙酯萃取物的抗氧化能力最为显著%可能与其高含

量的总酚物质有关)

(NM(%

*

&体外抑菌试验显示%除正丁醇和

水萃取物无明显抑制作用外%其它
!

种萃取物对大肠杆菌-

金黄葡萄球菌-枯草芽抱杆菌和绿脓杆菌均具有显著的抑菌

效果&本试验系统地探究了柳叶蜡梅叶萃取物的抗氧化和

抑菌性能%填补了之前没有柳叶蜡梅叶主要活性成分分离及

抗氧化-抑菌性能系列数据的空白%为该植物的进一步活性

成分分离及开发利用提供试验依据&但柳叶蜡梅叶中总酚

物质种类繁多%需更深入地分离纯化%以筛选出更加明确有

效的抗氧化和抑菌活性成分&
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