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　　摘要：以青叶胆为材料，采用乙醇溶剂冷浸法对青叶胆茎叶、根中的总黄酮进行提取，并研究了其抑菌作用。结果
表明：对于青叶胆茎叶，采用８０％乙醇溶液浸提３ｄ，总黄酮得率最高，为５．７１％；对于青叶胆根，采用８０％乙醇溶液浸
提２ｄ，总黄酮得率最高，为５．０９％；茎叶的总黄酮得率高于根。青叶胆总黄酮提取液对金黄色葡萄糖球菌、枯草芽孢
杆菌、大肠杆菌都有一定抑菌作用，抑菌效果大小依次为：金黄色葡萄糖球菌＞枯草芽孢杆菌＞大肠杆菌。
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　　青叶胆（ＳｗｅｒｔｉａｍｉｌｅｅｎｓｉｓＴ．Ｎ．ＨｏｅｔＷ．Ｌ．Ｓｈｉｈ）为龙胆
科獐牙菜属一年生直立小草本，别名肝炎草、苦胆草、弥勒獐

牙菜、肝尖草等，主要分布于云南省红河州弥勒市、开远市等

地［１］。青叶胆含有黄酮类、环烯醚萜苷类、内酯、齐墩果酸等

化合物［２－３］，其性寒，味苦、甘；归肝、胆、膀胱经；能清肝利胆，

清热利湿，是治疗肝炎的特效药［４－７］。本研究采用不同浓度

乙醇对青叶胆中的总黄酮进行提取，并研究了其抑菌作用，旨

在为青叶胆的进一步研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
新鲜青叶胆全草购于红河州蒙自草药市场。

供试菌种包括枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ），由
红河学院生命科学与技术学院实验室提供。

１．２　仪器及主要试剂
仪器：ＵＶ－４８０２Ｓ型紫外可见分光光度计（上海尤尼柯

仪器有限公司）。

试剂：芸香苷标准品，乙醇、甲醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧

化钠、牛肉膏、蛋白胨、琼脂等试剂均为分析纯。

１．３　方法
１．３．１　青叶胆总黄酮液的提取方法　将新鲜全株青叶胆洗
净，将茎叶、根分别剪成小段，置于电热恒温鼓风干燥箱中

８０℃ 干燥６ｈ，用高速粉碎机粉碎，备用。
１．３．１．１　波长选择　选取标准溶液和样品提取液进行波长
扫描，结果表明标准溶液和样品提取液在５１０ｎｍ有最大吸收

峰，故选择５１０ｎｍ作为测定波长。
１．３．１．２　标准工作曲线制备［８］　称取于１２０℃恒温干燥至
恒重的芸香苷标准品２５．０ｍｇ，置１００ｍＬ容量瓶中，加入适
量６０℃的５０％乙醇使其溶解。加５０％乙醇定容至刻度，摇
匀。此时标准品溶液浓度为０．２５ｍｇ／ｍＬ。

分别吸取标准品溶液０、０．５、１、２、３、４、５ｍＬ，置于２５ｍＬ
容量瓶中。在每个容量瓶中加入５０％乙醇约５ｍＬ，摇匀。分
别加５％亚硝酸钠溶液１ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ。再加１０％硝
酸铝溶液１ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ。加４％ＮａＯＨ溶液１０ｍＬ，
加５０％乙醇或甲醇定容至刻度，摇匀，放置１５ｍｉｎ。同时以
试剂空白作参比。在５１０ｎｍ波长处测定溶液的吸光度。

以吸光度值Ｄ为纵坐标，浓度Ｃ（μｇ／ｍＬ）为横坐标，绘制
标准曲线，得到线性回归方程为 Ｄ＝０．００９Ｃ－０．００１１，ｒ２＝
０９９９６。
１．３．１．３　样品提取液的制备　分别称取青叶胆茎叶、根干粉
２ｇ置于１００ｍＬ三角瓶中，再分别加入浓度为 ３０％、５０％、
７０％、８０％、９０％的乙醇５０ｍＬ，分别浸提１、２、３、４ｄ，过滤，用
相应浓度乙醇溶液将滤液定容至１００ｍＬ，为样品提取液。
１．３．１．４　青叶胆总黄酮含量的测定　分别吸取根、茎叶样品
提取液１ｍＬ，置于２５ｍＬ容量瓶中，按“１．３．１．２”方法操作，
在５１０ｎｍ波长处平行测定３次，同时以样品空白作参比。根
据回归方程计算总黄酮含量［８］。

总黄酮得率＝［提取液浓度（ｍｇ／ｍＬ）×稀释倍数 ×体积
（ｍＬ）÷样品干重（ｇ）÷１０００］×１００％
１．３．２　青叶胆总黄酮提取液抑菌方法
１．３．２．１　供试菌株的活化　无菌条件下将供试菌种接入细
菌培养基上，置于（３７±１）℃恒温培养箱内培养１８～２４ｈ，进
行菌种活化，取第３代备用。
１．３．２．２　菌悬液的制备　在相应的试管斜面培养基上取活
化培养好的菌株，分别用接种环挑取少许菌体置于装有９ｍＬ
无菌水的试管内，摇匀，使菌悬液菌数为ｌ×１０８个／ｍＬ。
１．３．２．３　抑菌圈测定［９－１０］　用０．２ｍＬ菌悬液涂布于细菌
培养基上，用已灭菌的滤纸片（直径６ｍｍ）分别浸在总黄酮
提取率最高的提取液（８０％乙醇浓度的青叶胆茎叶总黄酮提
取液）、对照液（０．９％的生理盐水）、８０％乙醇中１２ｈ后，用无
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菌镊子夹取浸有提取液和对照液的滤纸片于平板培养基表

面，置于３７℃培养２４ｈ，测定抑菌圈直径。
１．３．２．４　青叶胆黄酮粗提取液最小抑菌浓度（ＭＩＣ）［９］　无
菌条件下，将青叶胆总黄酮提取液分别稀释成 １０．００％、
５００％、２．５０％、１．２５％、０．６３％、０．５９％、０．３０％的系列溶液，
分别放入７个灭过菌的试管中。向各平皿中分别加入不同浓
度的青叶胆总黄酮提取液各２ｍＬ，倒入已灭菌且温度为４０～
５０℃ 的培养基，充分混匀，待培养基凝固后，分别移取各菌
悬液０．１ｍＬ，均匀涂抹在培养基上，于３７℃恒温培养箱内培
养 ２４ｈ。以不长菌的最低浓度为提取液的最小抑菌浓度，每
种细菌、每个浓度设３次重复。

２　结果与分析

２．１　乙醇浓度和浸提时间对青叶胆总黄酮提取的影响
由图１、图２可知，在相同浸提时间内，乙醇浓度为３０％

～８０％时，青叶胆茎叶、根的总黄酮得率均随乙醇浓度的增加
而增加；乙醇浓度９０％下的总黄酮得率略低于乙醇８０％下的
总黄酮得率，乙醇浓度为８０％时总黄酮得率为最高，其次是
乙醇浓度为９０％的总黄酮得率，乙醇浓度为３０％时总黄酮得
率最低。

　　在相同乙醇浓度、不同浸提时间下青叶胆根、茎叶的总黄
酮得率有差别，浸提时间为１ｄ下的总黄酮得率最低。

乙醇浓度为３０％、５０％时，青叶胆茎叶在浸提２ｄ时总黄
酮得率最高；乙醇浓度为 ７０％、８０％时，青叶胆茎叶在浸提
３ｄ时总酮得率最高；乙醇浓度为９０％时，青叶胆茎叶在浸提
４ｄ时总黄酮得率最高。

乙醇浓度为３０％、５０％、７０％时，青叶胆根浸提４ｄ时总
黄酮得率最高；乙醇浓度为８０％、９０％时，青叶胆根浸提 ２ｄ
时总黄酮得率最高。

２．２　青叶胆总黄酮提取液对３种细菌的抑制效果
由表１、表２可见，随着青叶胆总黄酮粗提取液浓度的增

加，其抑菌作用也随之增强。金黄色葡萄糖球菌、枯草芽孢杆

菌、大肠杆菌的ＭＩＣ值分别为０．６３％、２．５０％、５．００％。抑菌
圈测定结果表明，金黄色葡萄球菌抑菌作用最强，其次是枯草

芽孢杆菌，大肠杆菌的抑菌作用最弱，表明随着总黄酮含量的

增加，抑菌作用也在增加。

表１　青叶胆黄酮粗提取液抑菌效果

菌类
抑菌圈直径（ｍｍ）

总黄酮提取液 ８０％乙醇溶液 ０．９％生理盐水
金黄色葡萄球菌 １０．９７ ７．１７ －
枯草芽孢杆菌 ９．９９ ７．１７ －
大肠杆菌 ７．９７ ７．１７ －

　　注：“－”表示无抑制作用。

表２　青叶胆黄酮粗提取液对试验菌的最低抑制浓度

试验菌
青叶胆提取液浓度

１０．００％ ５．００％ ２．５０％ １．２５％ ０．６３％ ０．５９％ ０．３０％
金黄色葡萄球菌 － － － － － ＋ ＋＋＋
枯草芽孢杆菌 － － － ＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋
大肠杆菌 － － ＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

　　注：“－”表示无菌生长；“＋”表示有少量菌体生长；“＋＋”表示有不超过１／３平皿面积的菌体生长；“＋＋＋”表示有不超过１／２平皿面积

的菌体生长；“＋＋＋＋”表示有超过１／２平皿面积的菌体生长［９］。

３　结论与讨论

本研究表明，乙醇浓度为８０％时青叶胆根和茎叶的总黄
酮得率最高，茎叶浸提时间以３ｄ为宜，根浸提时间以２ｄ为
宜。青叶胆茎叶、根的总黄酮得率最高值分别为 ５．１７％、
５０７％。乙醇浓度为３０％、浸提１ｄ的总黄酮得率最低，青叶
胆茎叶、根的总黄酮得率最低值分别为４．０７％、２．４７％，茎叶
的总黄酮提取率高于根。

青叶胆总黄酮提取液对金黄色葡萄糖球菌、枯草芽孢杆

菌、大肠杆菌都有一定抑制作用，以对金黄色葡萄糖球菌的抑

制效果最强，其次是对枯草芽孢杆菌，对大肠杆菌的抑制效果

最弱。这可能与革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌细胞壁结构组

分不同有关，革兰氏阳性菌细胞壁化学成分主要是由肽聚糖

和磷壁酸构成，结构简单；而革兰氏阴性菌细胞壁除含有少量

肽聚糖外，还含有蛋白质、类脂质、脂多糖，因此一般阳性菌对

理化因子的敏感性比阴性菌更强，从而受总黄酮抑制的作用

更明显［１０］。
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　　摘要：为研究大麦虫蛋白质提取的最佳生产工艺，采用酶法从大麦虫蛹中提取大麦虫蛋白。根据碱性蛋白酶、中
性蛋白酶、木瓜蛋白酶、胰蛋白酶、胃蛋白酶５种酶制剂对大麦虫蛋白提取率的影响，确定碱性蛋白酶为最佳酶制剂。
通过单因素试验和正交试验，得到碱性蛋白酶提取大麦虫蛋白的最佳条件为加酶量（Ｅ／Ｓ）５％、ｐＨ值 １２、料液比
１ｇ∶２０ｍＬ、提取温度５０℃、提取时间２．５ｈ，在此条件下得到大麦虫蛋白的提取率为８６．９６％，大麦虫蛋白含量７５．
０１％。该工艺合理，重复性好，可为大麦虫蛋白质提取工艺的确定提供试验依据。
　　关键词：酶法；大麦虫；蛹；蛋白质；提取率
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　　我国昆虫资源十分丰富，资源昆虫大麦虫别称麦片虫、麦
谷虫或超级面包虫，它不仅是生理、遗传学的试验材料，而且

是营养丰富的高蛋白质资源。据Ｆｉｎｋｅ报道，与家蝇、黄粉虫
幼虫、蟋蟀、蚕蛹幼虫等比较，大麦虫的蛋白质及蛋氨酸的含

量均居首位，是一种不可多得的蛋白源昆虫［１］。大麦虫的各

虫态都含有较丰富的营养，其中大麦虫幼虫含蛋白质５１％，
含脂肪２９％，并含有多种糖类、氨基酸、维生素、激素、酶及矿
物质磷、铁、钾、钠、钙等。目前，越来越多的人选购大麦虫作

为名贵观赏鱼、捕食性动物和两栖爬行类宠物的专用饵

料［２］，而在食品、医药保健品及生物活性肽方面的开发利用

还处于初始阶段。

蛋白质由于其特定的功能性质广泛用于食品领域［３］。

近年来科学研究发现，人类摄取蛋白质后的消化产物更容易

被人体吸收利用，而且具有各类生物活性，这些就是肽［４］。

酶法提取蛋白质是利用蛋白酶对蛋白质的降解和修饰，使其

变成可溶肽而被抽提出来［５］。用酶提取蛋白质，反应条件温

和［６－８］，副反应少，不破坏氨基酸，保证了蛋白质的质量，且不

污染环境，对蛋白质有改性作用，蛋白质经酶水解有助于拓宽

蛋白质的应用范围［９－１０］。

大麦虫为节肢昆虫，甲壳质含量较高［１１］，为了促进机体

对其蛋白质的吸收及利用，并使消费者在心理上易于接受大

麦虫制品，本试验采用酶法从大麦虫蛹中提取蛋白质，确定蛋

白酶提取大麦虫蛋白的最佳工艺参数，以期为大麦虫蛋白质

的开发利用提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　材料　大麦虫蛹，由北京农业职业学院生物防治研究
所资源昆虫研究室提供，在常规条件下饲养并适时取样。

１．１．２　试剂　中性蛋白酶：活力≥６００００Ｕ／ｇ，生化试剂级，
北京德诺奥生物技术有限责任公司分装；碱性蛋白酶：活力≥
１０００００Ｕ／ｇ，生化试剂级，北京德诺奥生物技术有限责任公
司分装；木瓜蛋白酶：活力≥０．５～２Ｕ／ｍｇ，生化试剂级，美国
ＡＭＲＥＳＣＯ公司生产；胰蛋白酶：活力≥２５０ＮＦ／ｍｇ，生化试剂
级，美国ＡＭＲＥＳＣＯ公司生产；胃蛋白酶：活力≥１２００Ｕ／ｇ，生
化试剂级，北京德诺奥生物技术有限责任公司分装；氢氧化

钠、浓盐酸、３６％浓硫酸、五水合硫酸铜、硫酸钾、甲基红、溴甲
酚绿、９５％乙醇等试剂均为分析纯，国药集团化学试剂有限
公司。
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