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　　脲酶是一种水解酶，能将尿素分解为可被作物利用的
ＮＨ４

＋。但由于脲酶水解作用非常迅速，容易造成氨挥发，导

致尿素利用率通常低于３０％［１］，同时土壤微域内氨浓度的增

加会对幼小植株产生伤害［２］，也会造成地下水硝酸盐含量超

标，使水体遭受污染［３］。为了提高尿素利用率，减少环境污

染，必须找到合适的脲酶抑制剂，适当抑制脲酶活性，使尿素

分解速度与植物吸收氮的速度同步。在抑制脲酶活性的研究

中，国内外学者做了大量工作。现今已发现几百种脲酶抑制

剂，这些物质抑制脲酶的效果各不相同，但存在成本高、有毒、

对植物及土壤有害、对环境造成污染等缺点［４－５］。所以，寻找

既可以抑制脲酶活性，又适用于任何土壤，对环境友好的脲酶

抑制剂显得非常重要。银杏（Ｇｉｎｋｇｏｂｉｌｏｂａ）是我国特有的孑
遗植物，集果用、药用、材用、防护、观赏于一体，是我国发展高

效创汇农业的重要经济作物。我国银杏叶资源占全球的

７０％以上，研究发现，银杏叶提取物对脲酶有抑制作用［６］。

本研究对银杏叶中抑制脲酶活性成分（ＵＩＣＧＢＬ）的提取工艺
及其主要成分进行了研究，旨在开发一种高效无毒的植物性

脲酶抑制剂，从而提高尿素利用率。

１　材料与方法

１．１　材料
银杏叶：７月份采自苏州科技学院校园内的银杏雌株，室

温阴干，粉碎后过６０目筛，密封贮存于广口瓶后置于－８６℃
冰箱中，备用。

１．２　主要试剂
固体刀豆脲酶（使用前用去离子水配制成１０Ｕ／ｍＬ的溶

液），美国Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ公司；大孔吸附树脂，上海摩速科学
器材公司；无水乙醇、次氯酸钠、氢氧化钠、脲（尿素）、甲醇、

丙酮、柠檬酸、甲苯、硫酸铵、苯酚钠、氢氧化钾、硫酸铜、酒石

酸钾钠、茚三酮、浓硫酸、浓盐酸、镁粉、醋酸、苦味酸、甲萘酚、

三氯化铁等均为国产分析纯。

１．３　主要仪器设备
ＵＶ－２４５０型紫外 －可见分光光度计（岛津仪器有限公

司）；ＥＹＥＬＡ旋转蒸发仪（日本东京理化器械株式会社）；
ＪＡ５００３型电子天平（上海精密科学仪器厂）；ＧＬ－１２Ｂ型离心
机（上海安亭科学仪器厂）；微波炉（广东美的微波炉制造有

限公司）；ＭＤＦ－Ｕ４０８６Ｓ超低温冰箱（日本ＳＡＮＹＯ生物有限
公司）；ＬＧＪ－１０冷冻干燥机（北京四环科学仪器厂）。
１．４　方法
１．４．１　标准曲线绘制　称取硫酸铵０．４７１７ｇ溶于去离子
水，并稀释至１Ｌ，得含氮０．１ｍｇ／ｍＬ的标准液。绘制标准曲
线时，可再将该溶液稀释至１０倍备用。以去离子水为对照，
分别吸取稀释的标准液１、３、５、７、９、１１、１３ｍＬ为试验组，移于
５０ｍＬ容量瓶中，加去离子水至２０ｍＬ，再加苯酚钠溶液４ｍＬ
和次氯酸钠溶液 ３ｍＬ，边加边摇匀。２０ｍｉｎ后显色、定容。
１ｈ内在分光光度计上５７８ｎｍ波长处比色。以氨浓度为横坐
标，吸光度值为纵坐标绘制标准曲线。标准曲线方程为：

ｙ＝２５２．５ｘ＋０．００４，ｒ２＝０．９９９５。
１．４．２　脲酶活性及抑制率测定　采用靛酚比色法测定脲酶
活性［７］。抑制率计算方法为：

抑制率＝（Ａ－Ｂ）／Ａ×１００％。
式中：Ａ表示不加抑制剂时的酶活，Ｂ表示加抑制剂后的
酶活。

１．４．３　单因素对银杏叶抑制脲酶活性成分提取的影响　分
别以微波功率、液料比、提取时间、乙醇体积分数为变量，在其

他试验条件相同的情况下，进行单因素试验。以不同试验条

件下提取的银杏叶提取物对脲酶抑制率为标准，确定各单因

素的优化条件。
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１．４．４　银杏叶抑制脲酶活性成分提取工艺条件的优化　在
单因素试验基础上，对微波功率、液料比、提取时间、乙醇体积

分数等４个因素进行 Ｌ９（３
４）正交试验，得到各因素综合的

ＵＩＣＧＢＬ优化提取工艺。
１．４．５　银杏叶中抑制脲酶活性成分初步鉴定　工艺流程：取
已处理的银杏粉１５０ｇ→利用试验所得的优化提取工艺进行
提取→提取液减压旋蒸浓缩→利用不同极性的有机溶剂（石
油醚、乙酸乙酯、正丁醇）萃取→萃取液浓缩→冷冻干燥成粉
状→抑制脲酶活性测定→得抑酶活性最强的萃取相→大孔吸
附树脂柱分离纯化→不同浓度乙醇洗脱液→洗脱液旋蒸浓缩
→冷冻干燥成粉状→抑制脲酶活性测定→得抑酶活性最强的
洗脱部分→化学反应初步鉴定抑酶活性成分。

２　结果与分析

２．１　微波提取银杏叶抑制脲酶成分的单因素试验
２．１．１　微波功率对银杏叶抑制脲酶成分提取效果的影响　
在乙醇体积分数６０％，液料比２０ｍＬ∶１ｇ，微波功率分别为
１１９、２３１、３８５、５３９、７００Ｗ的条件下提取２ｍｉｎ，对所得提取液
进行脲酶活性及抑制率测定，结果见图１。

　　由图１可知，在一定范围内，随着微波功率的增大，脲酶
抑制率逐渐递增；微波功率达到２３１Ｗ时，抑制脲酶成分含
量达到最高，脲酶活性抑制率达到最大；微波功率超过２３１Ｗ
后，脲酶抑制率逐渐下降。可能是因为微波功率太小时，细胞

破坏程度较小，难以使有效成分溶出，而功率过大会导致活性

物质被分解或破坏，因此选定微波功率为１１９、２３１、３８５Ｗ作
为正交试验的３个水平［８］。

２．１．２　液料比对银杏叶抑制脲酶成分提取效果的影响　在
乙醇体积分数 ６０％，微波功率 ２３１Ｗ，液料比分别为
１０ｍＬ∶１ｇ、１５ｍＬ∶１ｇ、２０ｍＬ∶１ｇ、２５ｍＬ∶１ｇ、３０ｍＬ∶１ｇ
的条件下提取２ｍｉｎ，对所得提取液进行脲酶活性及抑制率测
定，结果如图２所示。

　　由图２可知，ＵＩＣＧＢＬ的抑制率随着液料比的增加而增
大，但当液料比达２０ｍＬ∶１ｇ后，脲酶抑制率几乎没有太大
变化。这是因为液料比在２０ｍＬ∶１ｇ左右时，基本上能将大
部分有效物质溶出，再增大液料比时，萃取效果变化不明显。

因此选定液料比为１５ｍＬ∶１ｇ、２０ｍＬ∶１ｇ、２５ｍＬ∶１ｇ作为
正交试验的３个水平［９］。

２．１．３　微波辅助提取时间对银杏叶抑制脲酶成分提取效果
的影响　在乙醇体积分数 ６０％，微波功率 ２３１Ｗ，液料比
２０ｍＬ∶１ｇ的条件下，分别提取１、２、３、４、５ｍｉｎ，对所得提取
液进行脲酶活性及抑制率测定，结果如图３所示。

　　由图３可知，ＵＩＣＧＢＬ的抑制率随着微波提取时间的增
加变化幅度很小。微波提取时间为２ｍｉｎ时，脲酶抑制率达
到最大值。提取时间太短时，可能浸提不充分，抑制脲酶成分

含量较少。微波提取时间超过２ｍｉｎ时，脲酶抑制率反而减
小，可能是因为随着提取时间延长，较多抑制脲酶的活性成分

被氧化，结构受到破坏；虽然提取充分，但杂质增多。因此选

定提取时间为１、２、３ｍｉｎ作为正交试验的３个水平。
２．１．４　乙醇体积分数对银杏叶抑制脲酶成分提取效果的影
响　在微波功率２３１Ｗ，液料比２０ｍＬ∶１ｇ，乙醇体积分数分
别为２０％、４０％、６０％、８０％、９５％的条件下提取 ２ｍｉｎ，对所
得提取液进行脲酶活性及抑制率测定，结果如图４所示。

　　由图４可知，在乙醇体积分数低于６０％时，随着乙醇体
积分数增大，脲酶抑制率不断增大，即抑制脲酶成分含量在不

断增加。乙醇体积分数为 ６０％时脲酶抑制率最大，即
ＵＩＣＧＢＬ得率最高，随着乙醇体积分数的继续增大，脲酶抑制
率明显下降。由此可知，在６０％乙醇萃取条件下，ＵＩＣＧＢＬ在
总量上能够被最大限度萃出，原因是 ＵＩＣＧＢＬ极性与６０％乙
醇最接近［１０］。因此选定乙醇体积分数为４０％、６０％、８０％作
为正交试验的３个水平。
２．２　微波辅助提取银杏叶抑制脲酶成分的正交试验
２．２．１　正交试验设计及试验结果　根据单因素试验结果，将
考察因素定为微波功率、液料比、微波提取时间、微波功率，每
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个因素选择３个水平，采用Ｌ９（３
４）正交表进行试验。正交试

验设计与结果分别见表１、表２。

表１　银杏叶抑制脲酶成分提取工艺正交试验因素水平

水平

因素

Ａ：微波功率
（Ｗ）

Ｂ：液料比
（ｍＬ∶ｇ）

Ｃ：提取时间
（ｍｉｎ）

Ｄ：乙醇体积
分数（％）

１ １１９ １５∶１ １ ４０
２ ２３１ ２０∶１ ２ ６０
３ ３８５ ２５∶１ ３ ８０

　　从表２中脲酶抑制率的极差可以看出，Ｂ因素（液料比）
为主要的脲酶抑制率影响因素，Ａ因素（微波功率）次之，Ｄ
因素（乙醇体积分数）为第３影响因素，Ｃ因素（提取时间）的
影响最小。

２．２．２　银杏叶抑制脲酶活性成分最优提取工艺条件　根据
表２的试验结果，对所得极差进行直观分析，结果如图５所
示。由图５可知，ＵＩＣＧＢＬ最优提取工艺条件为 Ａ２Ｂ３Ｃ２Ｄ２
（微波功率２３１Ｗ，液料比２５ｍＬ∶１ｇ，提取时间２ｍｉｎ，乙醇
体积分数６０％）。在优化的工艺条件条件（Ａ２Ｂ３Ｃ２Ｄ２）下进

表２　银杏叶抑制脲酶成分提取工艺正交试验结果与极差分析

编号

因素水平

Ａ：微波
功率

Ｂ：液料比 Ｃ：提取
时间

Ｄ：乙醇体
积分数

脲酶抑制率

（％）

１ １ １ １ １ １０．１７
２ １ ２ ２ ２ ３６．２７
３ １ ３ ３ ３ ２７．４８
４ ２ １ ２ ３ ２２．４３
５ ２ ２ ３ １ ３４．３９
６ ２ ３ １ ２ ５２．７７
７ ３ １ ３ ２ １５．７６
８ ３ ２ １ ３ １８．９６
９ ３ ３ ２ １ ２４．７６
ｋ１ ２４．６４ １６．１２ ２７．３０ ２３．１１
ｋ２ ３６．５３ ２９．８７ ２７．８２ ３４．９３
ｋ３ １９．８３ ３５．００ ２５．８８ ２２．９６
Ｒ １６．７０ １８．８８ １．９４ １１．９７

行３次重复验证试验，结果表明平均脲酶抑制率为５５．７９％，
高于表２中各处理的脲酶抑制率结果，故 Ａ２Ｂ３Ｃ２Ｄ２为最佳
提取工艺条件［１１］。

２．３　银杏叶中抑制脲酶活性成分初步鉴定
按照“１．４．５”的工艺流程，得出３０％乙醇洗脱物的抑制

脲酶活性最高，参照梁臣艳等的方法［１２］对３０％洗脱物中主要
抑制脲酶活性成分进行了初步鉴定，结果见表３。由表３可
知，抑制脲酶活性最强的洗脱物（３０％乙醇洗脱物）的主要成
分是酚类、黄酮类化合物。这与汪金莲等报道的茶多酚对脲

酶具有较强抑制作用［１３］及黄赛鸳等报道的通过添加黄酮类

化合物可以提高尿素氮素利用率［１４］的结果相吻合，因此银杏

叶中抑制脲酶活性的主要成分是酚类和黄酮类化合物。

表３　主要抑制脲酶活性成分鉴定结果

检查项目 试验方法 试验现象 结果

蛋白质 双缩脲反应 无紫红色 －
氨基酸 茚三酮反应 无蓝紫色 －
酚类 三氯化铁反应 呈深绿色 ＋
皂苷 冰醋酸－浓硫酸反应 无红紫色和蓝绿色 －
黄酮类物质 盐酸－镁粉反应 呈红色 ＋
蒽醌类 氢氧化钠反应 无荧光 －
强心苷 苦味酸反应 无橙色 －
生物碱 碘化铋钾试验 无沉淀 －

　　注：“＋”表示含有相关化学物质，“－”表示不含相关化学物质。

３　结论

银杏叶中抑制脲酶活性成分提取的４个因素的影响大小

次序为：液料比＞微波功率＞乙醇体积分数＞提取时间，因此
在实际提取过程中应着重注意液料比、微波功率、乙醇体积分

数。采用正交试验法优选出抑制脲酶活性成分的最佳提取工

艺条件：微波功率 ２３１Ｗ、液料比 ２５ｍＬ∶１ｇ、提取时间
２ｍｉｎ、乙醇体积分数６０％，该工艺下提取物对脲酶抑制率达
到５５．７９％。银杏叶中抑制脲酶活性的主要成分是酚类和黄
酮类化合物。有关银杏叶中抑制脲酶活性的具体活性成分结

构，还有待于通过植物化学方法进一步分离纯化，并结合光谱

学方法进行结构鉴定。
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花生辐照杀虫防霉工艺剂量确定

冯　敏１，朱佳廷１，李　澧１，李淑荣２，杨　萍１，王德宁１，顾贵强１
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　　摘要：以散装花生为材料，经不同剂量的γ射线辐照处理后在室温下贮藏，定期观察害虫侵染程度及霉菌感染程
度。结果表明：未经辐照的花生贮存２个月开始生虫，贮存４个月害虫侵染率随贮存时间延长而提高，贮存６个月时
害虫侵染率达５８％～１００％，经辐照处理的花生始终未受害虫侵染。未经辐照的花生贮存３个月后出现霉变，辐照剂
量为０．３～０．５ｋＧｙ的花生贮存６个月后出现霉变，辐照剂量为１．０、４．０ｋＧｙ的花生在辐照后１２个月内都未发生霉
变。结合相关国际、国内标准以及国内外学者的研究结果，确定花生辐照杀虫的最低有效剂量为０．３ｋＧｙ，辐照防霉最
低有效剂量为１．０ｋＧｙ，最高耐受剂量为４．０ｋＧｙ。
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　　花生是我国重要的油料作物和经济作物，也是重要的食品
加工原料，极易受虫害和霉菌污染，收获后如仓贮不当，霉菌会

产生黄曲霉毒素。由于缺乏减少花生霉菌侵染的有效措施，我

国花生霉菌污染十分严重［１］。近年来，辐照技术在保障花生及

其制品食用安全方面发挥着重要作用［２］。辐照处理不仅能够

有效杀灭各种害虫和病原微生物［３］，同时能够降解黄曲霉毒

素，降低花生致敏蛋白的致敏性［４－５］，提高花生食用安全性。

本研究结合相关国际与国家标准，确定花生辐照杀虫防霉适宜

的工艺剂量范围，旨在为花生仓贮管理提供指导。

１　材料与方法

１．１　材料
散装花生购自江苏省南京市花生批发市场，１００ｇ／袋用

自封袋分装备用。

１．２　辐照处理
在江苏省南京市辐照中心进行花生辐照处理，分别采用

０．３、０．５、１．０、４．０、６．０ｋＧｙ辐照散装花生，于室温（１０～
３５℃）下贮存，分别于贮存后第１、２、３、４、５、６、８、１０、１２个月
检查害虫侵染程度及霉菌感染程度。

１．３　检测方法
参照《食品安全国家标准：食品微生物学检验：霉菌和酵

母计数》（ＧＢ４７８９．１５—２０１０）规定的方法检测花生的霉菌
含量。

２　花生辐照杀虫防霉工艺剂量的确定依据

２．１　国际标准
２００３年７月，国际食品法典委员会（ＣＡＣ）在罗马召开了

第２６届大会，会议通过了修订后的《辐照食品国际通用标准
（ＣＯＤＥＸＳＴＡＮ１０６—１９８３，Ｒｅｖ．１—２００３）》和《食品辐照加工
工艺国际推荐准则（ＣＡＣ／ＲＣＰ１９—１９７９，Ｒｅｖ．１—２００３）》标
准，在法规上突破了食品辐照加工中１０ｋＧｙ的最大吸收剂量
的限制，允许在对食品结构完整性、功能性、感官品质不发生

负面作用和不影响消费者健康的情况下，食品辐照的最大剂
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