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摘要:目的:评估线叶金雀花总黄酮对大肠杆菌的抑菌活

性,开拓线叶金雀花资源在食品领域的应用.方法:采用

超声辅助乙醇提取法提取线叶金雀花总黄酮,利用响应

面试验优化提取工艺;利用纸片扩散法、二倍稀释法、生

长曲线变化和透射电子显微镜试验分析线叶金雀花总黄

酮对大肠杆菌的抑菌作用.结果:线叶金雀花总黄酮的

最佳提取 工 艺 参 数 为 乙 醇 体 积 分 数 ５３％,料 液 比 １∶
２７(g/mL),超声温度７７℃,超声时间６８min,该条件下

线叶金雀花总黄酮提取率为２．４６％.线叶金雀花总黄酮

对大肠杆菌的抑菌圈直径、最小抑菌浓度和最小杀菌浓

度分别为(１１．４０±０．２１)mm、１２．５mg/mL和２５mg/mL.
在线叶金雀花总黄酮的作用下,大肠杆菌的生长对数期

消失,细胞形态出现明显损伤,包括细胞变形、塌陷和细

胞液外泄.结论:最优提取条件下,线叶金雀花总黄酮的

提取率较高,且对大肠杆菌具有良好的抑菌效果.
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作用

Abstract: Objective: This study aimed to evaluate the

antibacterialactivityoftotalflavonoidsfromrooibos(TFR)aＧ

gainstE．coliandexploretheapplicationofrooibosresourcesin

food field． Methods: Total flavonoids were extracted by
ultrasonicＧassistedethanolextraction,andtheextractionprocess

wasoptimizedbyresponsesurfacetest．Theantibacterialeffects

ofTFR onE．coli wereanalyzedbydiskdiffusion method,

doubledilutionmethod,growthcurvechangeandtransmissioneＧ

lectron microscope test． Results: The optimal extraction

conditionswereasfollows:ethanolvolumefraction５３％,solidＧ

liquidratio１∶２７(g/mL),ultrasonictemperature７７℃,ultraＧ

sonictime６８min．Underthecontroloftheseconditions,theexＧ

tractionrateoftotalflavonoidswas２．４６％．Theinhibitionzone

diameter,minimuminhibitoryconcentrationandminimumbacteＧ

ricidalconcentration oftotalflavonoidsagainstE．coli were
(１１．４０±０．２１)mm,１２．５mg/mLand２５mg/mL,respectively．

ThegrowthofE．colidisappearedinlogarithmicphase,andthe

cell morphology was damaged,including cell deformation,

collapseandcellfluidleakage．Conclusion:Underthecontrolof

theoptimalextractionconditions,theextractionrateofTFRwas

higher,andithadgoodantibacterialeffectonE．coli．

Keywords:rooibos;totalflavonoid;extractionrate;Escherichia
coli;antibacterialeffect

线叶 金 雀 花 [AspalathusLinearis (Brum．f．)R．
Dahlgren]是来源于南非的豆科植物,又名南非茶、博士

茶,经发酵后茶味道香甜,气味淡雅,已于２０１４年被国家

卫生和计划生育委员会批准作为新食品资源[１].线叶金

雀花中主要的化学成分包括黄酮类、酚类、花色苷、有机

酸和多糖类物质[２],具有强抗氧化活性[２]、保护心脏[３]、
抗炎[４]、抑菌[５]、增加骨密度[６]、降血糖[７]、辅助治疗糖尿

病[８]和抗焦虑[９]等作用.现有研究[７,１０]表明,线叶金雀

花中主要的生物活性物质是黄酮类化合物,主要由阿司

巴汀、荭草苷、异荭草苷、牡荆素、异牡荆素、异槲皮苷、芦
丁、金丝桃苷等组成,具有较强的抗氧化活性,且阿司巴

汀还具有降血糖、抗炎和抑菌作用.
大肠杆菌是常见的食源性条件致病菌之一,广泛分

布在各种食物中,严重危害着人们的身体健康[１１].目前,
抑制食品贮藏期间大肠杆菌污染的主要方式是添加化学
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防腐剂,然而,随着人们健康意识的增加,消费者越来越

倾向于利用天然提取物作为防腐剂抑制大肠杆菌的污

染[１２].研究[１３]发现,黄酮类化合物能够与受试细菌的细

胞壁形成复合物,造成细菌生理功能障碍,从而起到抑菌

的作用,同时由于天然黄酮类物质具有安全、绿色、高效

等特点,更容易被消费者接受.目前,黄酮类化合物最常

用的提取方法为超声辅助乙醇提取法,具有提取率高、提
取时间短,操作简便、成本低、产物易纯化、设备要求低等

优点,已被广泛应用于铁皮石斛花[１４]、红豆树叶[１５]、柠条

锦鸡儿[１６]和橄榄叶[１７]等多种植物资源总黄酮的提取.
然而,有关线叶金雀花总黄酮提取工艺的进一步优化及

其对大肠杆菌抑菌活性的研究尚未见报道.
研究拟以线叶金雀花为研究对象,采用超声辅助法

对线叶金雀花总黄酮进行提取,利用单因素试验和响应

面法优化提取工艺条件,在此基础上,评估线叶金雀花总

黄酮对大肠杆菌的抑菌活性,并探讨其作用机制,旨在为

开拓线叶金雀花资源在食品领域中的应用提供依据.

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

１．１．１　材料与试剂

线叶金雀花:短切Freshpak系列产品(发酵红茶),产
地为南非,生产日期为２０２１年３月１５日,保质期２４个

月,扶风斯诺特生物科技有限公司;
大肠杆菌(EscherichiacoliO１５７:H７):广东环凯生

物科技有限公司;
芦丁标准品(纯度≥９８％):南京杜莱生物技术有限

公司;
亚硝酸钠、硝酸铝、无水乙醇:分析纯,河南拓弘化工

有限公司;
胰蛋白胨大豆琼脂、营养肉汤培养基:河南瑞伦特生

物科技有限公司.

１．１．２　主要仪器设备

电子天平:BCE３２３Ｇ１CCN 型,上海坤诚科学仪器有

限公司;
高压蒸汽灭菌锅:YXQＧ１００SII型,浙江明德仪器有

限公司;
数控超声波清洗器:GT０３０３型,深圳市冠博科技实

业有限公司;
紫外分光光度计:T２６０２S型,青岛精诚仪器仪表有

限公司;
透射电子显微镜:JEMＧ１４００Flash型,日本电子株式会社.

１．２　方法

１．２．１　标准曲线的制作　参照钟尉方等[１８]的方法,所得

标准曲线方程为y＝１３．２３１x＋０．０４８４(R２＝０．９８７７).

１．２．２　线叶金雀花总黄酮提取及含量测定　取１０g经干

燥粉碎后的线叶金雀花粉末,按一定的乙醇体积分数、料

液比、超声温度、超声时间进行提取,抽滤后得到线叶金

雀花提 取 液,将 提 取 液 与 相 应 试 剂 进 行 反 应 后 测 定

５１０nm 处溶液的吸光值,并按式(１)计算总黄酮提取率.

W＝
c×v
M ×１００％, (１)

式中:

W———总黄酮提取率,％;

c———总黄酮质量浓度,mg/mL;

v———滤液体积,mL;

M———线叶金雀花质量,g.

１．２．３　单因素试验　以１０g线叶金雀花粉末为基准,在
乙醇体积分数 ５０％,料液比 １∶２５ (g/mL),超声温度

７０℃,超声时间６０min的基础上,以总黄酮提取率为评

价指 标,考 察 乙 醇 体 积 分 数 (３０％,４０％,５０％,６０％,

７０％)、料 液 比 [１∶１０,１∶１５,１∶２０,１∶２５,１∶
３０(g/mL)]、超声温度(４０,５０,６０,７０,８０ ℃)和超声时间

(２０,４０,６０,８０,１００min)对总黄酮提取率的影响.

１．２．４　响应面试验优化　在单因素试验的基础上,以提

取率为响应值,选用 DesignＧExpert８．０．６．１软件中的BoxＧ
Behnken模型构建四因素三水平的响应面试验,优化线叶

金雀花总黄酮提取工艺.

１．２．５　 大肠杆菌抑菌圈直径(DIZ)测定　采用纸片扩

散法[１０].

１．２．６　大肠杆菌最小抑菌浓度(MIC)和最小杀菌浓度

(MBC)测定　根据 Fei等[１９]的方法稍作修改.将线叶金

雀花总黄酮与灭菌的胰蛋白胨大豆琼脂培养基(约５０℃)
在无菌２４孔板中充分混合,使其终质量浓度分别达到

３．１２５,６．２５０,１２．５００,２５．０００,５０．０００,１００．０００mg/mL,以

０．１mg/mL的氨苄青霉素为阳性对照.待培养基凝固

后,向孔中央加入２μL大肠杆菌菌悬液(１０６ CFU/mL),

３７℃培养２４h,以肉眼未见菌落长出的最小浓度定义为

线叶金雀花总黄酮对大肠杆菌的 MIC.用浓度≥１MIC
的线叶金雀花总黄酮处理大肠杆菌菌悬液１h,平板涂

布,菌落无法生长的最低浓度被定义为 MBC.

１．２．７　 生 长 曲 线 测 定 　 取 ２５μL 大 肠 杆 菌 菌 悬 液

(OD６００nm＝０．２),加入线叶金雀花总黄酮,使其终浓度分

别为０(对照组),０．５,１．０,１．５,２．０MIC,并调整总体系达

到２５０μL,于３７℃下培养,并构建生长曲线[１０].

１．２．８　透射电子显微镜观察　根据 Li等[２０]的方法稍作

修改.分别用０,１,２MIC的线叶金雀花总黄酮处理大肠

杆菌菌悬液(OD６００nm ＝０．５)４h,离心得到菌泥.将菌泥

先后加入到２．５％戊二醛和１％锇酸中固定２h,每次固定

后离心,并用磷酸缓冲液洗涤２次.用不同体积分数的

乙醇(５０％,７０％,９０％,１００％)处理样品１０min,包埋及

双重染色处理后置于透射电子显微镜下观察.

１．２．９　数据分析　除透射电子显微镜外所有试验均重复

３次,采用 Office２０１９处理单因素试验数据,利用 Design

０４１
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Expert８．０．６．１软件进行响应面数据分析.

２　结果与分析

２．１　单因素试验

由图１可知,当乙醇体积分数＞５０％时,乙醇与线叶

金雀花总黄酮之间的极性差不再增加,反而会导致其他

溶性杂质的溶解,增加了与黄酮溶出的竞争,导致总黄酮

提取率下降[１４].当料液比＜１∶２５(g/mL)时,总黄酮提

取率随料液比的增大而增加;当料液比＞１∶２５(g/mL),

超声波对线叶金雀花的破碎及空化作用减弱,提取率下

降[１５].当超声温度＞７０℃时,过高的温度会破坏黄酮类

物质的结构稳定性,从而导致总黄酮提取率下降[１６].当

超声时间＞６０min时,长时间的超声作用也会破坏黄酮

类物质的稳定性,并增加溶液黏度和传质阻力,不利于黄

酮类物质的溶出[１７].综上,超声辅助乙醇法提取线叶金

雀花总黄酮的适宜工艺条件为乙醇体积分数５０％,料液

比１∶２５(g/mL),超声温度７０℃,超声时间６０min.

图１　单因素试验结果

Figure１　Singlefactortestresults

２．２　响应面优化

２．２．１　响应面试验设计及结果　在单因素试验的基础

上,以乙醇体积分数、料液比、超声温度和超声时间为因

素,以总黄酮提取率为响应值,根据 BoxＧBehnken模型构

建四因素三水平的响应面试验,因素水平见表１,试验设

计及结果见表２.

　　对响应面试验结果进行回归拟合,构建优化线叶金

雀花总黄酮提取率的回归方程:

Y＝２．４２＋０．０９１A＋０．０４６B＋０．１０C＋０．０９４D－

表１　响应面试验因素与水平表

Table１　Factorsandlevelsofresponsesurfacetest

水平
A乙醇体积

分数/％

B料液比

(g/mL)
C超声温

度/℃

D超声时

间/min

１ ４０ １∶２０ ６０ ４０

２ ５０ １∶２５ ７０ ６０

３ ６０ １∶３０ ８０ ８０

０．０２３AB＋０．０４０AC＋０．０２０AD＋０．０６５BC＋０．０６０BD＋
０．０３２CD－０．２１A２－０．１４B２－０．１１C２－０．１８D２. (２)

由表３可知,模型极显著(P＜０．００１),失拟项不显著

(P＞０．０５),说明模型拟合度与置信度符合要求,可用于

线叶金雀花总黄酮提取率的预测和分析.显著性分析检

验结果显示,一次项 A、C、D,二次项 A２、B２、C２和 D２对总

黄酮提取率影响极显著(P＜０．０１),一次项 B,交互项 BC
和BD对总黄酮提取率影响显著(P＜０．０５).由F 值可

知,各因素对总黄酮提取率的影响顺序为超声温度＞超

声时间＞乙醇体积分数＞料液比.

２．２．２　各因素交互作用　由图２可知,料液比和超声温

度、料液比和超声时间相互作用形成的响应面坡度陡峭,

说明料液比和超声温度、料液比和超声时间的交互作用

明显,对线叶金雀花总黄酮提取率影响显著(P＜０．０５),

与方差分析结果一致.

２．２．３　验证实验　根据响应面回归模型预测可知,线叶

金雀花总黄酮的最佳提取工艺为乙醇体积分数５２．７５％,

１４１
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料液比１∶２７．０１(g/mL),超声温度７７．１２ ℃,超声时间

６８．１５min,该条件下预测线叶金雀花总黄酮提取率为

２．５０％.为方便试验操作,最终确定最佳提取条件为乙醇

体积分数５３％,料液比１∶２７(g/mL),超声温度７７ ℃,
超声时间６８min,此条件下实测线叶金雀花总黄酮提取

率为２．４６％(n＝３),与预测值相近,且高于Bramati等[２１]

的水提法(提取率为０．５５％),说明超声辅助乙醇提取法

提取线叶金雀花总黄酮具有一定的优越性.

２．３　线叶金雀花总黄酮的抑菌活性

２．３．１　DIZ、MIC和 MBC　由表４可知,线叶金雀花总黄

表２　响应面试验设计及结果

Table２　Responsesurfacetestdesignandresults

试验号 A B C D 总黄酮提取率/％ 试验号 A B C D 总黄酮提取率/％

１ －１ ０ ０ １ ２．０３ １６ －１ －１ ０ ０ １．９２

２ ０ １ １ ０ ２．５１ １７ ０ －１ １ ０ ２．１９

３ －１ ０ －１ ０ １．９８ １８ １ １ ０ ０ ２．１６

４ ０ １ ０ １ ２．２５ １９ ０ ０ －１ －１ １．９９

５ １ －１ ０ ０ ２．１４ ２０ ０ －１ ０ １ ２．１１

６ １ ０ ０ １ ２．２８ ２１ １ ０ １ ０ ２．２９

７ １ ０ －１ ０ ２．０６ ２２ ０ ０ －１ １ ２．１１

８ ０ ０ １ －１ ２．０８ ２３ ０ １ －１ ０ ２．０７

９ ０ ０ ０ ０ ２．４２ ２４ ０ ０ ０ ０ ２．４５

１０ －１ １ ０ ０ ２．０３ ２５ ０ ０ ０ ０ ２．４１

１１ －１ ０ １ ０ ２．０５ ２６ －１ ０ ０ －１ １．８５

１２ １ ０ ０ －１ ２．０２ ２７ ０ ０ ０ ０ ２．４６

１３ ０ －１ ０ －１ ２．０７ ２８ ０ －１ －１ ０ ２．０１

１４ ０ ０ ０ ０ ２．３８ ２９ ０ ０ １ １ ２．３３

１５ ０ １ ０ －１ １．９７

表３　方差分析†

Table３　Analysisofvariance

方差来源 平方和 自由度 均方 F 值 P 值 显著性

模型 ０．８８０ １４ ０．０６３ ２０．７５ ＜０．０００１ ∗∗

A ０．０９９ １ ０．０９９ ３２．７３ ＜０．０００１ ∗∗

B ０．０２５ １ ０．０２５ ８．３３ ０．０１２０ ∗

C ０．１３０ １ ０．１３０ ４１．６７ ＜０．０００１ ∗∗

D ０．１１０ １ ０．１１０ ３５．１７ ＜０．０００１ ∗∗

AB ２．０２５E－００３ １ ２．０２５E－００３ ０．６７ ０．４２７０

AC ６．４００E－００３ １ ６．４００E－００３ ２．１２ ０．１６７９

AD １．６００E－００３ １ １．６００E－００３ ０．５３ ０．４７９１

BC ０．０１７ １ ０．０１７ ５．５９ ０．０３３１ ∗

BD ０．０１４ １ ０．０１４ ４．７６ ０．０４６７ ∗

CD ４．２２５E－００３ １ ４．２２５E－００３ １．４０ ０．２５７０

A２ ０．３００ １ ０．３００ ９９．０４ ＜０．０００１ ∗∗

B２ ０．１２０ １ ０．１２０ ４０．４９ ＜０．０００１ ∗∗

C２ ０．０７５ １ ０．０７５ ２４．７４ ０．０００２ ∗∗

D２ ０．２１０ １ ０．２１０ ６９．４１ ＜０．０００１ ∗∗

残差 ０．０４２ １４ ３．０２５E－００３
􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

失拟项 ０．０３８ １０ ３．８２３E－００３ ３．７１ ０．１０８９ 不显著

纯误差 ４．１２０E－００３ ４ １．０３０E－００３

总和 ０．９２０ ２８

　　　　　　　　　　†　∗∗表示P＜０．０１,差异极显著;∗表示P＜０．０５,差异显著.
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图２　各因素交互作用对线叶金雀花总黄酮提取率影响的响应面图

Figure２　ResponsesurfaceplotoftheinfluenceoftheinteractionofvariousfactorsontheextractionrateofTFR

表４　线叶金雀花总黄酮对大肠杆菌的抑菌试验†

Table４　DIZ,MICandMBCofTFRagainstE．coli

总黄酮质量浓度(mg/mL)对大肠杆菌抑制作用

３．１２５ ６．２５０ １２．５００ ２５．０００ ５０．０００ １００．０００

抑菌试验

DIZ/mm MIC/(mg􀅰mL－１)MBC/(mg􀅰mL－１)

－ － ＋ ＋ ＋ ＋ １１．４±０．２１ １２．５ ２５

　　　　　　†　“－”表示无肉眼可见菌落生长,“＋”表示有肉眼可见菌落生长.

酮对大肠杆菌的 DIZ、MIC 和 MBC 值分别为(１１．４±
０．２１)mm、１２．５mg/mL和２５mg/mL.目前,黄酮类化

合物已被证实对大肠杆菌具有明显的抑制作用,如:头花

蓼中总黄酮对大肠杆菌的 MIC 和 MBC 值分别为７．３,

７．９mg/mL[２２];藜麦种子总黄酮对大肠杆菌的 MIC值为

３２mg/mL[２３];紫叶李皮总黄酮对大肠杆菌的 MIC 和

MBC分别为１２．６,２５．２mg/mL[２４];苦荞麸皮黄酮提取物

对大肠杆菌的 MIC和 MBC值分别为２５,５０mg/mL[２５].
与上述黄酮类物质相比,线叶金雀花总黄酮对大肠杆菌

的抑制效果处中上等水平,可用作天然防腐剂的开发.

２．３．２　对大肠杆菌生长曲线的影响　由图３可知,在线

叶金雀花总黄酮的作用下,大肠杆菌的生长被显著抑制

(P＜０．０５),对数生长期消失,且线叶金雀花总黄酮质量

浓度越高,抑菌效果越好.当作用浓度为２MIC时,大肠

杆菌的生长被完全抑制,说明线叶金雀花总黄酮能够有

效抑制大肠杆菌的生长繁殖,并呈浓度依赖效应,与胎菊

水提物抑制大肠杆菌[１１],苋菜粗提物抑制金黄色葡萄球

菌[１２]和丁香酸抑制阪崎克罗诺杆菌[２６]的生长曲线相似.

２．３．３　透射电子显微镜分析　由图４可知,正常状态下

大肠杆菌呈杆状,胞内细胞液饱满,细胞形态正常.经１,

图３　线叶金雀花总黄酮对大肠杆菌生长曲线的影响

Figure３　EffectsofTFRongrowthcruveofE．coli

２MIC的线叶金雀花总黄酮处理后,大肠杆菌的细胞形

态发生了严重损伤,包括细胞塌陷、细胞壁和细胞膜分

离、细胞液外泄、细胞破碎等现象,且上述细胞形态学损

伤会随线叶金雀花总黄酮作用浓度的增加而加剧,表明

线叶金雀花总黄酮能够通过破坏大肠杆菌的细胞形态达

到抑制其生长的目的.这与胎菊水提物抑制大肠杆菌、
茶多酚抑菌阪崎克罗诺杆菌、橄榄油多酚抑制蜡样芽孢

杆菌的过程一致,且细胞液外泄是胞内蛋白质和核酸等

生 物大分子含量减少的重要原因之一[１１,１９－２０].此外,天
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图４　线叶金雀花总黄酮对大肠杆菌细胞形态的影响

Figure４　EffectsofTFRoncellmorphologyofE．coli

然产物对食源性致病菌的抑菌作用是否可逆与受试细菌

的细胞形态受损程度有关,如果受试细菌只是细胞表面形

成气孔或囊泡,则通过再培养,受试细胞仍能够正常生长

繁殖,相比之下,如果受试细菌出现细胞液外泄,则再培养

也无法使细菌正常生长[２０,２７].综上,在线叶金雀花总黄酮

的作用下,大肠杆菌的细胞形态发生了不可逆的损伤.

３　结论
研究了线叶金雀花总黄酮的最佳超声提取工艺参数

及其对大肠杆菌的抑制作用.结果表明,线叶金雀花总

黄酮的最佳提取工艺参数为乙醇体积分数５３％,料液比

１∶２７(g/mL),超声温度７７℃,超声时间６８min,此工艺

条件下线叶金雀花总黄酮的提取率为２．４６％.抑菌试验

结果显示,线叶金雀花总黄酮对大肠杆菌的抑菌圈直径、
最小 抑 菌 浓 度 和 最 小 杀 菌 浓 度 分 别 为 (１１．４０±
０．２１)mm、１２．５mg/mL和２５mg/mL.此外,不同质量

浓度的线叶金雀花总黄酮对大肠杆菌具有良好的抑制作

用,并可对受试细菌造成严重的细胞形态学损伤.后续

将进一步对线叶金雀花总黄酮进行提纯,并分析其活性

物质组成,以期能够应用于食品防腐中.
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