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　　摘要：采用超声提取法对迷迭香中的抗氧化活性物质进行了提取，并研究了该提取液的抑菌效果。通过单因素试
验和正交试验，确定了提取的最佳工艺条件：提取溶剂为５０％乙醇，料液比１ｇ∶２２ｍＬ，时间１．０ｈ，温度４０℃。此外，
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　　迷迭香是一种新型资源植物，所需生长条件特殊，在我国
较少见，属于稀有植物。因其全身都是宝的特点，被研究和应

用的也较为广泛，迷迭香不仅具有抗氧化成分，还具有抑菌功

效［１－３］。迷迭香已作为解热、镇痛、消炎的药物投放市场，同

时也可以作为开发抗血栓的新药。迷迭香活性物已被广泛提

取，但提取方法仍须进一步完善，以提高其应用价值［４－５］。本

研究采用超声提取法对迷迭香中的抗氧化活性物质进行了提

取，同时对该提取物的天然抑菌功效进行了研究。

１　材料与方法

１．１　主要仪器
超声波清洗器（ＦＡ２１０４Ｎ）、万能高速粉碎机（ＦＷ１００）、

紫外分光光度计（ＵＶ－６３００）、旋转蒸发仪（ＰＥ３０００）、电热恒
温培养箱（ＨＧ３０３－４）。
１．２　试剂与材料

迷迭香、无水乙醇、１，３－丁二醇、１，３－丙二醇、正丁醇、
丙三醇（甘油）、甲醇、石油醚、异丙醇、１，１－二苯基苦基苯肼
（ＤＰＰＨ）、１，３－丁二醇，皆为分析纯，试验用水为纯净水。金
黄色葡萄球菌、大肠杆菌。

培养基（牛肉营养琼脂培养基）：蛋白胨 １０ｇ，牛肉膏
５ｇ，酵母浸粉２ｇ，氯化钠５ｇ，琼脂２０ｇ，水１００ｍＬ，调ｐＨ值
至７．２～７．６。

菌种培养与纯化：将供试菌种分别挑于无菌的培养基上，

倒置于３７℃恒温培养箱中培养７２ｈ，从中挑选单个菌落进行
试管斜面培养，备用。取活化的斜面菌种分别用接种环挑取

菌苔，用无菌水制成含菌数为１０６ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液待用。
提取液的制备：将提取液进行旋转蒸发，再用１，３－丁二

醇溶解制备浓度为０．５ｇ／ｍＬ的迷迭香提取原液，经高压灭菌
后备用。

滤纸片的制备：取直径为６ｍｍ的圆形高压灭菌滤纸片
若干，分别浸入迷迭香原液中，浸泡使其充分吸收，再烘至干

燥备用。

１．３　ＤＰＰＨ·法评价迷迭香提取液的抗氧化性
将提取液稀释５００倍后进行以下操作：取３支比色管，精

确量取提取溶剂２ｍＬ和２ｍＬＬＤＰＰＨ·溶液到１号比色管，
即为空样溶液；精确量取２ｍＬ提取液和２ｍＬＤＰＰＨ·溶液到
２号比色管，即为反应溶液；精确量取２ｍＬ提取液和２ｍＬ无
水乙醇溶剂到３号比色管，即为空白溶液。分别将振荡摇匀
后的上述溶液置于暗处避光反应３０ｍｉｎ后，于５１７ｎｍ波长
处测定吸光度（Ｄ）分别得到 Ｄ空样液、Ｄ反应液、Ｄ空白液，按公式（１）
进行计算。

　　ＤＰＰＨ·清除率＝［１－（Ｄ反应液 －Ｄ空白）／Ｄ空样液］×１００％。
（１）

１．４　迷迭香中活性成分的提取
将烘干至恒质量的迷迭香样品用粉碎机粉碎后，称取一

定量的迷迭香粉分别放入相应的提取剂中，在不同的条件下

进行提取，得到含迷迭香活性成分的提取溶液。

１．５　抑菌试验
１．５．１　抑菌活性　取０．１ｍＬ的菌悬液，均匀涂抹在平板培
养基表面，制成含菌平板。用无菌镊子小心取出干燥的滤纸

片于各含菌平皿上，每皿５片（求其平均值），同时做无菌生
理盐水、无菌平皿、无菌空白滤纸、５０％乙醇、１，３－丁二醇、纯
水和培养基对照试验。平行３次，然后将各平皿置于３７℃的
恒温培养箱内培养２４ｈ，取出后测其抑菌圈直径大小并比较
抑菌活性。

１．５．２　抑菌浓度　固体平板培养基稀释法［６］：取无菌试管

１０支，分别加入 １ｍＬ无菌蒸馏水，取迷迭香提取物原液
１．０ｍＬ移入１号试管，混匀后，取出１．０ｍＬ混合液移入２号
试管，依次操作。从９号管取出１．０ｍＬ弃去。迷迭香提取物
原液按 １／２、１／４、１／８、１／１６、１／３２、１／６４、１／１２８、１／２５６、１／５１２
的比例进行稀释。使１～８号管中均含有１ｍＬ不同稀释度的
提取液，９号管为无提取物对照。然后在每支试管中加入融
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化至５５℃的固体琼脂培养基（９ｍＬ）充分混匀，倾注平板
（１０ｍＬ／平皿），形成１２．５、６．２５、３．１５、１．５６３、０．７８２、０．３９１、
０．１９５、０．０９８、０ｍｇ／ｍＬ含迷迭香原液的普通培养基，平板凝
固后，分别取大肠杆菌、金黄色葡萄球菌的菌悬液（浓度均为

１０６ＣＦＵ／ｍＬ）０．１ｍＬ涂布于平板表面，同时做５０％乙醇、
１，３－丁二醇、蒸馏水及培养基的空白试验，置于３７℃培养
１８～２４ｈ，平行３次，观察结果。

２　结果与分析

本试验采用二苯基苦基苯肼（简称ＤＰＰＨ）分光光度法评
价迷迭香提取物的抗氧化活性，该方法是评价自由基清除效

果和挑选天然抗氧化剂最常用的方法［７］。通过比较紫外可

见分光光度计检测 ＤＰＰＨ·与提取液反应后的吸光度的变
化，从而建立了评价提取液的清除率体系，在该评价体系的基

础上，进行单因素试验和正交试验，从而确定最佳提取工艺。

２．１　单因素试验
２．１．１　不同提取剂对迷迭香中抗氧化物提取效果的影响　
称１．５ｇ迷迭香粉末于４５ｍＬ溶剂中，溶剂分别采用纯水、无
水乙醇、５０％乙醇、７５％乙醇、１，３－丁二醇、１，３－丙二醇、正
丁醇、丙三醇（甘油）、甲醇、石油醚、异丙醇，在４０℃下超声
１ｈ，抽滤得到样品的提取液。计算提取液对 ＤＰＰＨ的清除
率，结果见图１。

　　因为乙醇的提取效果良好，考虑到经济节约的原则，又分
别采用纯水、１０％乙醇、２０％乙醇、３０％乙醇、５０％乙醇、７５％
乙醇、无水乙醇作为溶剂进行提取试验，结果见图２。

　　从图２中可以看出，对于相同的迷迭香粉量，用５０％乙
醇提取时，得到的提取物抗氧化能力最强，７５％乙醇次之，纯

水的提取效果最差。考虑到经济，选用５０％乙醇最为合适。
２．１．２　不同提取方式对迷迭香中抗氧化物提取效果的影响
　称１．５ｇ迷迭香粉加入到４５ｍＬ的５０％乙醇中，于４０℃下
分别采用水浴振荡、搅拌、超声波辅助、微波（２ｍｉｎ）、静置５
种提取方式进行提取，提取时间为１ｈ，抽滤得到提取液。从
图３可知，超声提取效果最佳，水浴振荡次之，微波的效果
最差。

２．１．３　料液比对迷迭香中抗氧化物提取效果的影响　称
１．０ｇ迷迭香粉，在提取温度为４０℃，提取液浓度为５０％乙
醇，提取时间１ｈ的条件下，依次在料液比为１∶１０、１∶１５、
１∶２０、１∶２５、１∶３０、１∶３５（ｇ∶ｍＬ）的条件下进行提取。从
图４中可以看出，随着料液比的增加，提取效果先增强后降
低，当原料一定时，溶剂用量越多原料颗粒周围浓度越低，细

胞壁内外浓度差越大，这样有利于有效成分的溶出，但当溶剂

用量继续增加时，因溶剂挥发带来的损失会增大，导致提取率

有所减小，故最佳提取料液比为１ｇ∶２０ｍＬ。

２．１．４　不同提取时间对迷迭香中抗氧化物提取效果的影响
　称１．０ｇ迷迭香粉在２０ｍＬ５０％乙醇溶液中，温度为４０℃
的条件下，依次在０．５、１．０、１．５、２．０、３．０、４．０、５．０ｈ的时间
下进行超声提取，测定其抗氧化能力，随着时间延长，提取液

的抗氧化率有所增加。随着时间的延长，一方面，抗氧化物浸

出率增加；另一方面，抗氧化物被氧化的程度也相应增加。综

合考虑，提取效果较佳的时间为１．０ｈ（图５）。
２．１．５　不同提取温度对迷迭香中抗氧化物提取效果的影响
　称迷迭香粉１．０ｇ，于２０ｍＬ提取液浓度为５０％的乙醇溶
液、提取时间为１ｈ条件下，依次在温度为３０、４０、５０、６０、７０、
８０、９０℃下进行提取，提取效果随着温度的增加，也有小幅度
的上升趋势，但是，提取温度升高，不仅会影响活性成分的稳
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定性，同时也会导致溶剂的损失。从图６中可以得出最佳温
度为４０℃。

２．２　正交试验
根据单因素试验结果，选取影响迷迭香中活性成分提取

效果各因素中主要水平做正交试验，每个因素选取３个水平
（所选取的各水平见表１）。

表１　迷迭香抗氧化活性物质提取正交试验因素水平设计

水平 Ａ：提取剂 Ｂ：提取温度
（℃）

Ｃ：提取时间
（ｈ）

Ｄ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

１ ４５％乙醇 ３５ ０．５ １∶２０
２ ５０％乙醇 ４０ １．０ １∶２２
３ ６０％乙醇 ４５ １．５ １∶２５

　　根据所选取的因素水平，采用Ｌ９（３
４）正交表进行试验设

计，对结果进行极差分析（表２）。通过分析表明，４因素对抗
氧化率的影响顺序为提取温度＞料液比＞提取时间＞乙醇溶
液浓度。最佳的提取工艺条件是提取温度为４０℃，料液比
１ｇ∶２２ｍＬ，提取时间为１．０ｈ，提取剂为５０％乙醇。

根据正交试验中的最佳提取条件，称１．０ｇ取３份迷迭
香样品，分别加入２２ｍＬ的５０％乙醇，并在温度为４０℃下，
超声辅助提取１．０ｈ得到迷迭香提取液，分别测定每克清除
率为 ９０．１５％、９３．０％、９１．４５％。即平均每克清除率
９１．５３％，验证了正交试验的结果是可靠的。
２．３　抑菌试验
２．３．１　抑菌活性　图７是迷迭香提取液对大肠杆菌、金黄色
葡萄球菌抑菌活性情况，试验结果表明迷迭香提取液对大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌有抑菌作用，抑菌圈的平均大小分别为

１９．６、２０．９ｍｍ。对比抑菌圈的大小可以得出，迷迭香提取液
对金黄色葡萄球菌的抑制作用高于对大肠杆菌的抑制作用。

表２　迷迭香抗氧化活性物质提取Ｌ９（３４）正交试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 每克清除率

１ １ １ １ １ ０．６０
２ １ ２ ２ ２ ０．８８
３ １ ３ ３ ３ ０．７２
４ ２ １ ２ ３ ０．６７
５ ２ ２ ３ １ ０．８６
６ ２ ３ １ ２ ０．８５
７ ３ １ ３ ２ ０．６４
８ ３ ２ １ ３ ０．７０
９ ３ ３ ２ １ ０．８４
ｋ１ ０．７３３ ０．６３７ ０．７１７ ０．７６７
ｋ２ ０．７９３ ０．８１３ ０．７９７ ０．７９０
ｋ３ ０．７２７ ０．８０３ ０．７４０ ０．６９７
Ｒ ０．０６６ ０．１７６ ０．０８０ ０．０９３
因素主次 Ｂ＞Ｄ＞Ｃ＞Ａ
优选方案 Ａ２Ｂ２Ｃ２Ｄ２

２．３．２　最低抑菌浓度　试验中可明显观察到，随着培养基中
提取物的浓度升高，细菌数量逐渐减少至无菌生长。在无提

取物的培养基中，细菌生长良好。从表３中可知，迷迭香提取
液对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度分别为

０７８２、０．３９１ｍｇ／ｍＬ。
表３　提取液对菌液的最低抑菌浓度

浓度（ｍｇ／ｍＬ） 金黄色葡萄球菌 大肠杆菌

１２．５００ － －
６．２５０ － －
３．１５０ － －
１．５６３ － －
０．７８２ － ＋
０．３９１ ＋ ＋
０．１９５ ＋ ＋
０．０９８ ＋＋ ＋＋
０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

　　注：：“－”表示无细菌生长，“＋”表示有少量细菌生长，“＋＋”
表示有中等菌生长，“＋＋＋”表示有较多菌生长，“＋＋＋＋”表示不计
其数。

３　结论

通过超声提取法对迷迭香中的抗氧化活性物质进行提

取，通过单因素试验和正交试验，考查了不同因素（如提取剂

浓度、提取温度、提取时间、料液比等）对迷迭香抗氧化成分

提取效果的影响，其影响主次为提取温度 ＞料液比 ＞提取时
间＞提取溶剂。确定了迷迭香中的抗氧化活性物质的最佳提
取工艺条件为提取溶剂５０％乙醇，料液比１ｇ∶２２ｍＬ，提取
时间１０ｈ，温度４０℃。
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　　此外，采用滤纸片法，研究了迷迭香提取物对大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌的抑菌作用，研究结果显示迷迭香活性提取

物对上述２种细菌皆有良好的抑菌效果，其抑菌圈大小分别
为大肠杆菌１９．６ｍｍ、金黄色葡萄球菌２０．９ｍｍ；最低抑菌浓
度分别为大肠杆菌 ０．７８２ｍｇ／ｍＬ、金黄色葡萄球菌
０．３９１ｍｇ／ｍＬ。　
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基于离子选择性微电极的黄瓜细胞内硝酸盐测量

胡　静１，２，毛罕平２，胡圣尧２，３，温贻芳１，于　霜１，韩绿化２，储建华１，高新浩１
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　　摘要：描述了能够测量黄瓜叶片细胞内硝酸根离子活度和膜电位的双管微电极的制作和使用情况。扫描电镜显
示电极尖端不易受黄瓜表皮毛的损坏并通过微操纵器的步幅来控制电极进入细胞的程度。硝酸根电极的标定曲线显

示硝酸根离子选择性微电极对硝酸根离子有很好的敏感性，数据可靠。用双管电极测得的黄瓜叶片表皮细胞的硝酸

根活度为１６５ｍｍｏｌ／Ｌ。结果证实之前用于大麦叶片的离子选择性电极也能成功地用于黄瓜叶片，因此可以用微电极
技术来诊断黄瓜营养。

　　关键词：黄瓜；硝酸盐；选择性微电极；营养诊断
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　　在２０世纪的最后几十年，科技发达国家的温室园艺呈现
出创新和技术高速发展的特点。技术应用不仅仅在大范围和

高产量上，还主要在温室产业的可持续性上。可持续发展的

焦点主要在产品的质量改进和对环境影响的大大减少上。但

是在温室园艺上经常会出现氮、磷、钾、钙的失调，氮是限制植

物生长和产量的主要因子，氮也是作物中许多重要有机物如

蛋白质、核酸、叶绿素、酶、维生素、生物碱和一些激素的主要

成分。硝态氮是绝大多数植物的主要氮素来源，由于硝态氮

重要的营养作用，因此细胞内硝态氮的测量就显得尤为重要。

微电极是一种能够直接刺入植物细胞的微小探针，通常参考

电极置于外部测量溶液中，测量电极既能置于植物表面也能

直接刺入单个细胞，离子选择性微电极能用于在体内估计细

胞内的钾离子［１－３］、硝酸根离子活度［４］和ｐＨ值［５－７］等。微电

极技术能在体内测量细胞内的离子活度，然而绝大多数的测

量在根部［８－９］，因为叶片是相对薄的，并且叶片表面特性更复

杂，微电极用于叶片测量的植物主要有大麦和小白菜［１０－１３］。

黄瓜是最常见的温室作物，本研究制备了双管硝酸盐离子选

择性微电极，并用它第一次测量了黄瓜叶片的细胞内硝酸盐

浓度，以量化温室作物的营养需求并建立精确的温室管理模

型。量化产品改进并减少环境污染是非常重要的。

１　材料与方法

１．１　植物材料
供试黄瓜品种为津优１号，在２０～２５℃下的湿纱布上对

黄瓜种子催芽４ｄ后，把大小一致的苗移栽到盆里，盆的开口
径为２２ｃｍ，高度为２０ｃｍ，种植基质为珍珠岩。黄瓜苗生长
在温室里，保持湿度（７０±１０）％，用山崎配方种植黄瓜，黄瓜
长至７叶１心时用微电极方法进行叶片测量。
１．２　黄瓜叶片表面特性

黄瓜叶片（５ｍｍ×６ｍｍ）清洗后用４％戊二醛溶液固定，
经过脱水处理后用单面刀片进行徒手切片，切成２ｍｍ左右
厚的横断面。将制备好的样品粘在导电胶上，离子溅射镀膜，

喷金厚度为２０ｎｍ，然后将其粘贴在扫描电镜样品台上，在
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