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　　摘要：以乙醇溶液浸提，结合超声波辅助方法，采用Ｌ９（３
４）正交试验研究红菊苣总黄酮的最佳提取工艺，并采用

纸片琼脂扩散法考察红菊苣提取物对几种微生物的抑制作用。结果表明，总黄酮最佳提取工艺条件为：料液比

１ｇ∶２０ｍＬ，超声功率２００Ｗ，提取温度７０℃，乙醇浓度５０％；抑菌试验结果表明，总黄酮对大肠杆菌、金黄色葡萄球
菌、青霉菌、白假丝酵母菌均有一定的抑制作用。可见，红菊苣含有丰富的总黄酮，具有体外抑菌活性。
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　　红菊苣来源于菊科菊苣属中的多年生草本植物菊苣，是
维吾尔族和蒙古族习用药材，用于治疗湿热黄疸、胃痛食少、

水肿尿少，国外常用菊苣作为食品添加剂、营养饲料、果糖原

料和咖啡替代品，２０世纪８０年代引入我国后，菊苣由于品质
优良、饲用价值高，现已成为最有前途的饲料和经济作物之

一［１］。现代研究表明，菊苣中含有三萜、倍半萜、香豆素、糖

类等多种成分，具有保肝、降脂、促进消化等多种作用。总黄

酮是在植物体内广泛存在的一类天然产物，其生物活性多种

多样，如对心血管系统的作用、抗肝脏病毒、抗炎、提高机体免

疫力、雌激素样作用、抗菌、抗病毒以及抗氧化作用等，在食品

和医药领域应用广泛［２－３］。超声辅助提取是一种操作简单、

效率比较高的技术［４］，超声空化可对细胞壁产生机械的修剪

力，使细胞壁破裂，同时超声可促进溶剂和活性成分的双向转

移［５］。超声波用于辅助从植物中提取活性物质，可减少溶剂

用量和提取时间，降低提取温度，有利于热敏感物质和不稳定

物质的提取。本研究采用超声波强化提取红菊苣中的总黄

酮，并通过正交试验确定超声波辅助提取红菊苣中总黄酮的

最佳工艺条件，对红菊苣提取产物进行体外抑菌试验，以期为

该资源的利用和开发提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
红菊苣采自江苏省海洋生物产业园。供试微生物菌株包

括大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、青霉菌（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｎｏｔａｔｕｍ）、白假丝酵母菌
（Ｃａｎｄｉｄａｓｐｐ．），均购于中国微生物保藏中心。

主要试剂包括芸香苷对照品，购于国药集团；试验用水为

蒸馏水；试验所用试剂均为分析纯。

主要仪器有 ＬＣ－５５００型高效液相色谱仪，购于北京东
西分析仪器有限公司；ＦＷ１００型高速万能粉碎机，购于天津

市泰斯特仪器有限公司；ＨＺＴ－Ａ＋Ｘ型精密天平，购于上海
鼎拓实业有限公司；超声仪，购于江苏省昆山市超声仪器有限

公司。

１．２　试验方法
１．２．１　色谱条件　色谱柱ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，
５μｍ）；流动相为水与甲醇（其体积比为 ３０∶７０），流速为
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，进样量２０μＬ，检测波长３６０ｎｍ，柱温２５℃，理
论塔板数按芸香苷峰计算应不低于３０００个。
１．２．２　芸香苷标准曲线的绘制　准确称取芸香苷１０．５ｍｇ，
在１２０℃下烘至恒质量，用７０％色谱级甲醇溶液溶解稀释至
５０ｍＬ，分别量取０．０、１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍＬ，置于１０ｍＬ
容量瓶中，用７０％色谱级甲醇溶液稀释至１０ｍＬ，摇匀，得到
不同浓度梯度的标准溶液，将各标准溶液在“１．２．１”节中所
述的检测条件下测定色谱峰面积。根据标准溶液浓度和对应

测得的峰面积，制作出总黄酮含量对比基准。

１．２．３　红菊苣总黄酮的提取及其含量的测定　采集海洋生
物园的红菊苣茎、叶，晾干，粉碎，８０℃下干燥２ｈ，按一定固
液比加入不同浓度乙醇提取溶剂，选取不同超声提取温度和

提取时间，放入超声波仪中进行提取（提取时加回流装置，以

防溶剂损失），趁热抽滤，收集提取液，加入与乙醇提取液体

积比为１∶１的石油醚，萃取３～４次，脱去脂溶性杂质，将乙
醇溶液层转入大孔吸附性树脂柱，原液与树脂量的比为

１∶２，依次用水、８０％乙醇洗脱至溶液由浅黄色变为无色，收
集乙醇溶液洗脱液，将洗脱液于５０℃条件下碱液浓缩，得到
红菊苣总黄酮浸膏。取所得浸膏，用７０％色谱级甲醇溶液稀
释成１００ｍＬ，摇匀，配制成待测溶液。

将所得待测溶液在“１．２．１”节中所述的检测条件下测得
待测溶液的峰面积值，由标准曲线差查得该待测溶液浓度，即

为待测液总黄酮含量，根据稀释倍数换算出红菊苣中的总黄

酮含量。

１．２．４　红菊苣总黄酮提取工艺的Ｌ９（３
４）正交法试验设计　

在单因素试验的基础上，根据正交试验设计原理，选出对红菊

苣总黄酮含量影响较大的４个主要试验因素，考察红菊苣总
黄酮含量。根据Ｌ９（３

４）正交设计方案进行试验，确定红菊苣

总黄酮的最佳提取工艺条件。
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１．２．５　抑菌试验
１．２．５．１　红菊苣总黄酮抑菌活性的测定［６－７］　将灭菌后的
专用药敏纸片浸于５０ｍＬ浸提液中浸泡２４ｈ，使其充分吸收
提取液，以灭菌水为空白对照，采用纸片琼脂扩散法测定抑菌

圈直径，以反映供试品的抑菌能力。取０．１ｍＬ液体培养基以
活化培养好的供试菌，用无菌玻璃刮棒均匀涂布于相应的琼

脂培养平板上，用无菌镊子将含有提取液的纸片贴于含菌琼

脂平板表面，纸片应贴得均匀，各纸片中心距离不小于

２４ｍｍ，纸片至平板内边缘距离大于１５ｍｍ。在放好滤纸片
的含菌培养皿中恒温培养，其中细菌于３７℃培养２４ｈ，真菌
于２８℃培养４８ｈ，用游标卡尺测定抑菌圈直径。
１．２．５．２　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ＭＢＣ）的测
定［８］　用无菌水将红菊苣总黄酮提取液稀释，终浓度分别为
０２５６、０．１２８、０．０６４、０．０３２、０．０１６ｍｇ／ｍＬ。取２ｍＬ提取稀释
液至１５ｍＬ培养基中，混匀，倒入平板，凝固后加入１００μＬ的
１００万～１０００万 ＣＦＵ／ｍＬ菌液，涂布均匀，放于相对湿度
３７％、温度２８℃的条件下培养２４ｈ后观察结果，菌落被完全
抑制的最高稀释度提取物浓度即 ＭＩＣ；培养４８ｈ后，菌落被
完全抑制的最高稀释度提取物浓度为ＭＢＣ。

２　结果与分析

２．１　芸香苷标准曲线
按照“１．２．１”节的方法绘制得到芸香苷标准曲线，由标

准曲线可以得到总黄酮浓度与吸光度的回归方程：ｙ＝
１８８９３ｘ＋３８５４６，ｒ＝０．９９７２，可见在０～１５０ｍｇ／Ｌ范围内总
黄酮浓度与吸光度呈良好的线性关系。

２．２　红菊苣总黄酮提取工艺优化结果
在单因素试验基础上，根据正交试验设计原理，以料液

比、超声功率、提取温度、乙醇浓度４个因素进行 Ｌ９（３
４）正交

试验（表１），对总黄酮提取工艺进行优化。
表１　红菊苣总黄酮提取工艺的Ｌ９（３４）正交试验设计

水平
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：超声功率
（Ｗ）

Ｃ：提取温度
（℃）

Ｄ：乙醇浓度
（％）

１ ｌ∶１５ １５０ ６０ ５０
２ １∶２０ ２００ ７０ ５５
３ ｌ∶２５ ２５０ ８０ ６０

　　由表２可知，４个因素对红菊苣总黄酮提取率的影响从
大到小依次为料液比＞乙醇浓度＞提取温度＞超声功率。极
差分析结果表明，超声波提取红菊苣总黄酮的最佳提取工艺

为Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ１，即料液比１ｇ∶２０ｍＬ、超声功率２００Ｗ、提取温
度 ７０℃、乙醇浓度 ５０％。在此条件下，总黄酮含量为
２１．０４２ｍｇ／ｇ，高于正交试验的最高值，说明最佳提取工艺条

表２　红菊苣总黄酮提取工艺的Ｌ９（３４）正交试验结果

试验编号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 总黄酮含量

（ｍｇ／ｇ）

１ １ １ １ １ １９．２３５
２ １ ２ ２ ２ １９．５４３
３ １ ３ ３ ３ １８．９０８
４ ２ １ ２ ３ ２０．３８１
５ ２ ２ ３ １ ２１．０３２
６ ２ ３ １ ２ １９．７９８
７ ３ １ ３ ２ ２０．０５４
８ ３ ２ １ ３ １９．６５３
９ ３ ３ ２ １ ２０．１５６
ｋ１ １９．２２９ １９．８９０ １９．５６２ ２０．１４１
ｋ２ ２０．４０４ ２０．０７６ ２０．０２７ １９．７９８
ｋ３ １９．９５４ １９．６２１ １９．９９８ １９．６４７
Ｒ １．１７５ ０．４５５ ０．４６５ ０．４９４

件是可信的。

２．３　红菊苣总黄酮的抑菌试验结果
２．３．１　红菊苣总黄酮的抑菌活性测定结果　使用优化得到
的方法提取红菊苣中的总黄酮，得到的浸提液经减压蒸发去

除乙醇。采用纸片琼脂扩散法考察红菊苣总黄酮对几种模式

微生物（大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白假丝酵母、青霉菌）的

抑制特性，抑菌试验结果见表３。试验结果表明，红菊苣总黄
酮对青霉菌的抑菌效果最差，对白假丝酵母有一定的抑制作

用，对潜在致病菌金黄色葡萄球菌和大肠杆菌具有很强的抑

制作用，为红菊苣药物的抗菌临床应用提供了有力的证据并

且有助于红菊苣的进一步药用开发。

表３　红菊苣总黄酮提取液的抑菌效果

供试菌种
抑菌圈直径（ｍｍ）

红菊苣提取液 水

大肠杆菌

金黄色葡萄球菌

青霉菌

白假丝酵母

１５．５
１４．３
６．１
８．６

—

—

—

—

２．３．２　最低抑菌浓度和最小杀菌浓度的测定　总黄酮具有
广谱抗菌作用，能够抑制革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌的生长。

红菊苣黄酮对几种模式微生物（大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、白

假丝酵母、青霉菌）的最低抑菌浓度和最小抑菌的试验结果见

表４。由表４可以看出，红菊苣总黄酮对大肠杆菌、金黄色葡
萄球菌、白假丝酵母、青霉菌的最低抑菌浓度分别为０．１２８、
００６４、０．０３２、０．０６４ｍｇ／ｍＬ，最小杀菌浓度为 ０．１２８、００６４、
０．０６４、０．１２８ｍｇ／ｍＬ。

表４　红菊苣总黄酮最低抑菌浓度和最小杀菌浓度

试验编号
总黄酮浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 青霉菌 白假丝酵母

２４ｈ ４８ｈ ２４ｈ ４８ｈ ２４ｈ ４８ｈ ２４ｈ ４８ｈ
１
２
３
４
５

０．２５６
０．１２８
０．０６４
０．０３２
０．０１６

－
－
＋
＋
＋

－
－
＋
＋
＋

－
－
－
＋
＋

－
－
－
＋
＋

－
－
－
－
＋

－
－
－
＋
＋

－
－
－
＋
＋

－
－
＋
＋
＋

　　注：“＋”表示发生菌体生长，“－”表示未发生菌体生长。
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３　结论

本研究采用超声波辅助提取法，以红菊苣总黄酮含量为

考察指标，在单因素试验的基础上，采用正交试验法确定超声

波辅助提取红菊苣总黄酮的最佳工艺提取条件为：料液比

１ｇ∶２０ｍＬ，超声功率 ２００Ｗ，提取温度 ７０℃，乙醇浓度
５０％。在此条件下，总黄酮含量为２１．０４２ｍｇ／ｇ。对红菊苣总
黄酮提取液的抑菌效果试验结果表明，红菊苣总黄酮具有较

强的抗菌作用，对革兰氏阴性和阳性细菌具有抑制作用，为红

菊苣总黄酮的开发和利用提供参考。
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桑椹果酒稳定性研究

李　东，左　勇，祁　峰，王小龙，江　鹏
（四川理工学院生物工程学院，四川自贡６４３０００）

　　摘要：从桑椹果酒的生物稳定性与非生物稳定性出发，对桑椹果酒易出现的氧化破败、铁破败、铜破败、生物不稳
定性、色素不稳定性进行研究。结果表明：ＳＯ２添加量控制在４０ｍｇ／Ｌ时并加以冷冻处理，可以增强桑椹果酒的稳

定性。
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作者简介：李　东（１９８２—），男，四川德阳人，博士，讲师，主要从事食
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　　桑椹是桑科桑属植物桑树的近成熟聚花果，不仅含有很
高的糖，还含有丰富的有机酸、蛋白质、胡萝卜素、维生素 Ｃ
等营养元素和人体必需的铁、锌、锰、钙等矿质元素和微量元

素［１－４］。中医认为，桑椹味甘性寒，归心、肝、肾经，具有生津

止渴、滋阴补血、润肠通便等功效，已被我国卫生部列入“既

是食品又是药品”的名单［５－６］。将桑椹酿制成果酒后，各种营

养元素与微量元素即溶解于果酒之中，如果长期饮用可吸收

对人体有利的物质，具有保健功能。桑椹果酒具有各种香味

成分，可形成独特的风格特征。桑椹酒也是一种新兴的果酒，

是水果酒中的极品，具有滋补、养生及补血之功效，有极高的

营养价值和保健功效，有“万寿之酒”美称［７－８］。

提高果酒稳定性可以避免病害破败的发生，保持果酒颜

色稳定与澄清度。稳定性受破坏的果酒会出现以下几种变

化：酒体颜色变褐色或酒色被破坏；酒发生雾浊或浑浊；出现

沉淀；味觉及气味变化［９］。果酒稳定性受多方面影响，主要

是由生物稳定性与非生物稳定性所决定，生物稳定性主要包

括果酒中所含微生物与蛋白质等有机成分的影响，非生物稳

定性主要包括氧破败、铁破败、铜破败等的影响。本研究对桑

椹果酒进行加速老化，监测桑椹果酒酒体变化情况，分析引起

果酒不稳定性的主要原因，并研究保质方法，旨在为提高果酒

稳定性提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
供试桑椹果酒由笔者所在实验室酿制。

１．２　主要试剂
亚硫酸氢钠、硫酸溶液（１＋３）、碘、１０ｇ／Ｌ淀粉指示液、

１００ｇ／Ｌ磺基水杨酸溶液、氨水（１＋１．５）、铁、四氯化碳、乙二
胺四乙酸二钠柠檬酸铵溶液、铜、硝酸、酚酞、盐酸、碘化钾、氯

化钠、硼酸钠等。

１．３　仪器与设备
ＵＶ２４００型紫外可见分光光度计，上海舜宇恒平科学仪
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