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　　摘要：以红茄为材料，乙醇为提取剂浸提，采用正交试验对红茄总黄酮提取条件乙醇浓度、提取温度、提取时间进
行优化，用紫外分光光度法进行红茄中总黄酮的测定，并研究其抑菌作用。结果表明红茄中总黄酮最佳提取条件为乙

醇浓度（体积分数）６０％、提取温度８０℃、提取时间１ｈ。在此条件下红茄中总黄酮的提取率最高，为１．５０％，ＲＳＤ为
１．０２％。红茄总黄酮提取液对肠球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌都有一定抑制作用，对肠球菌和大肠杆菌的抑制效果
较好，而对枯草芽孢杆菌的抑制效果较差。
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　　红茄（ＳｏｌａｎｕｍｉｎｔｅｇｒｉｆｏｌｉｕｍＰｏｉｒ．），别称扁果苦子、大苦
子［１］，云南蒙自地区也称苦茄，茄科，一年生草本植物，果实

扁圆，上有４～６个浅棱，每棱上常有１浅沟，成熟果实橙黄
色、红色。红茄果实为野生苦味蔬菜，具有清热解毒功

能［１－２］。目前已从野生到少量栽培，红茄颇受蒙自地区人民

的青睐，形成了具有当地特色的食用方法，可用来切片炒食或

烧后作为“蘸水”调料。

黄酮类化合物是广泛存在于植物中的一类化合物，在蔬

菜、作物、水果等植物中均有分布，黄酮类化合物具有保护心脑

血管、清除自由基、抗氧化、抗肿瘤、抗病毒的作用［３－６］。黄酮

类化合物呈酸性，能使蛋白质凝固或变性，以影响细胞膜的透

性，导致微生物细胞吸收营养、核苷酸合成及ＡＴＰ活性等功能
障碍，从而抑制微生物的生长，产生杀菌和抑菌作用［７－８］。

本试验以红茄的果实为研究对象，采用不同的乙醇浓度、

提取温度和提取时间对红茄中总黄酮进行水浴加热浸提，用

紫外分光光度法进行测定，并对其抑菌作用进行研究，为苦味

野生蔬菜资源的开发和利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　材料　新鲜的红茄果实购于云南省红河州蒙自集市。
１．１．２　试剂　芸香苷标准品、乙醇、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧
化钠、浓盐酸、氯化铝、锌粉、三氯化铁，均为分析纯。琼脂粉、

蛋白胨（生化试剂）、牛肉膏（生化试剂）。

１．１．３　供试菌株　大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、枯草芽孢杆
菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｆａｅｃａｌｉｓ），供试菌种

均由红河学院生命科学与技术学院实验室提供。

１．１．３　仪器　紫外分光光度仪（ＵＶ－４８０２Ｓ型，上海尤尼柯
仪器有限公司）、真空干燥箱（上海一恒科学仪器有限公司）、

电热恒温水浴锅（ＨＷＳ－２４，上海一恒科学仪器有限公司）、
电子分析天平（ＢＳＡ２２４Ｓ型，赛多利斯科学仪器有限公司）。
１．２　试验方法
１．２．１　原材料处理　将新鲜的红茄果实洗净、切片，在８０℃
条件下烘干，高速粉碎机粉碎，备用。

１．２．２　标准曲线的制备　准确称取干燥的芸香苷标准品
１０ｍｇ，置５０ｍＬ容量瓶中，加入适量６０％（体积分数，下同）
的乙醇溶解（６０℃），再用６０％的乙醇定容至刻度，摇匀，得
到浓度为０．２０ｍｇ／ｍＬ的标准品溶液，备用。

准确移取标准品溶液０、１．０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍＬ置于
２５ｍＬ容量瓶中，加入５％的ＮａＮＯ２溶液１．０ｍＬ，摇匀，放置
６ｍｉｎ后加入１０％的Ａｌ（ＮＯ３）３溶液１．０ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ
后加入４％的ＮａＯＨ溶液１０ｍＬ，摇匀，用６０％的乙醇定容，静
置１５ｍｉｎ，同时以试剂空白作参比。在波长５１０ｎｍ处测定溶
液的吸光度［９］。

以吸光度（Ｄ）为纵坐标，浓度（Ｃ）为横坐标，绘制标准曲
线，得线性回归方程：Ｄ＝１０．７９６Ｃ－０．００１１，ｒ＝０．９９９９。
１．２．３　红茄总黄酮的提取
１．２．３．１　单因素试验　采用恒温水浴加热的提取方法，分别
以提取温度、乙醇浓度、提取时间为影响因素，设置３个因素
水平，确定相关因素对红茄提取液总黄酮的影响。

１．２．３．２　正交设计提取因素水平　根据单因素试验结果，采
用正交设计方案进一步考察乙醇浓度、提取时间和提取温度

３个因素对总黄酮提取的影响，以确定红茄中总黄酮提取的
最佳条件。每个因素选择３个水平进行正交试验（表１）。
　　称取制备好的红茄粉末２ｇ，分别置于带塞三角瓶中，各
加入２０ｍＬ乙醇，按表１因素水平进行提取。提取后过滤，用
相应浓度乙醇溶液将滤液定容至２５ｍＬ容量瓶中，为样品提
取液。

１．２．４　总黄酮含量的测定　准确吸取样品提取液２ｍＬ，置
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表１　红茄总黄酮提取试验因素水平

水平
试验因素

Ａ：乙醇浓度（％）Ｂ：提取温度（℃） Ｃ：提取时间（ｈ）
１ ６０ ６０ １．０
２ ７０ ７０ １．５
３ ９５ ８０ ２．０

于２５ｍＬ容量瓶中，按“１．２．２”节方法操作，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，总黄酮提取率 ＝［提取液浓度 ×稀释倍数×体
积／样品干重×１０００］×１００％［１０］。

１．３　红茄总黄酮提取液抑菌方法
１．３．１　菌种的活化　在无菌条件下将大肠杆菌、枯草芽孢杆
菌、肠球菌的菌种分别接种在新鲜的培养基中，置于３７℃恒
温箱中培养２４ｈ，进行菌种活化，取第２代备用。
１．３．２　菌悬液的制备　在大肠杆菌、肠球菌、枯草芽孢杆菌
的试管斜面培养基上取活化好的少许菌株，用无菌水洗脱，配

制成含菌数约为１０８个／ｍＬ的菌悬液备用。
１．３．３　抑菌圈直径的测定［１１－１２］　在无菌条件下，用已灭菌
的滤纸片（直径６ｍｍ）浸入总黄酮提取率最高的６０％乙醇浓
度红茄总黄酮提取液中，充分浸泡后放在３７℃干燥箱中烘干
制成饱和的药敏纸片，备用。将灭菌后的培养基倒入无菌培

养皿中，每皿１５ｍＬ，冷却凝固后，用无菌微量注射器取配制
好的大肠杆菌、肠球菌、枯草芽孢杆菌的菌悬液各０．１ｍＬ涂
布到培养基平板中，将饱和的药敏纸片贴在平板上，以７５％
乙醇和无菌水的滤纸片作为对照。于３７℃恒温培养箱中培
养２４ｈ，测量抑菌圈直径（ｄ）的大小（ｍｍ），测３次求平均值。
１．３．４　红茄总黄酮粗提液用量对抑菌效果的测定　在无菌
条件下，向已灭菌的培养皿中分别加入２、３、４、５、６ｍＬ６０％乙
醇浓度红茄总黄酮提取液，然后倒入１５ｍＬ已灭菌的培养基，
混匀、冷却凝固，用无菌移液管将３种菌悬液各加入０．１ｍＬ，
用刮铲将菌悬液涂匀后，置于３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ，
观察记录细菌生长情况，以得出适宜的总黄酮提取液的用量。

每个用量和菌种分别重复３次。
１．３．５　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定　在无菌条件下，将
６０％乙醇浓度红茄总黄酮提取液稀释成：１００％、５０％、２５％、
１２．５％、６．２５％、３．１２５％、１．５６３％的不同浓度系列溶液，分别
加入３ｍＬ稀释好的不同浓度的红茄总黄酮提取液于无菌培
养皿中，然后倒入１５ｍＬ培养基，混匀、冷却凝固后，用无菌微
量注射器加入０．１ｍＬ菌悬液，用刮铲将菌液涂匀，置于３７℃
恒温培养箱中培养２４ｈ，观察记录细菌生长情况，每个浓度和
菌种分别重复３次。观察记录细菌生长情况，以无菌体生长
的浓度为最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。

２　结果与分析

２．１　单因素试验结果
２．２．１　乙醇提取浓度对总黄酮提取率的影响　在温度
８０℃、乙醇浓度 ５０％、６０％、７０％、８０％、９５％时，水浴提取
１．０ｈ，结果（图１）表明乙醇浓度在６０％、７０％、９５％时，有较
高提取率，６０％时总黄酮的提取率最高，７０％、８０％和９５％时
的提取率虽有下降，但差别不大。

２．２．２　温度对总黄酮提取率的影响　在乙醇浓度６０％、温

度５０、６０、７０、８０、９０℃时，水浴提取１．０ｈ，结果（图２）表明随
温度升高，总黄酮的提取率增高，在８０℃提取率最高，８０℃
以后，提取率略有降低，这可能是因为温度太高，对黄酮类物

质会有一定的破坏［１３］。

２．２．３　提取时间对总黄酮提取率的影响　在乙醇浓度
６０％、温度８０℃，水浴提取０．５、１．０、１．５、２．０、３．０ｈ的条件
下，对红茄总黄酮的提取结果（图 ３）表明，在提取时间为
１０、１．５、２．０ｈ时，有较高总黄酮的提取率，在１．０ｈ时最高；
超过１．０ｈ时，提取率略有下降，但变化幅度不大。

２．２　红茄中总黄酮提取工艺正交结果
由表２得出红茄中总黄酮提取率最高的为Ａ１Ｂ３Ｃ３，即乙

醇浓度为６０％，提取温度为８０℃，提取时间为２．０ｈ，最高提
取率为１．４３％。通过极差（Ｒ）分析，各因素对总黄酮提取率
的影响程度由大到小为Ａ＞Ｂ＞Ｃ；乙醇浓度对总黄酮的提取
率影响最大，提取温度影响次之，提取时间影响最小。极差分

析的最佳提取条件为 Ａ１Ｂ３Ｃ１，综合考虑其他因素，确定红茄
的最优提取工艺为 Ａ１Ｂ３Ｃ１，即乙醇浓度为６０％，提取温度为
８０℃，提取时间为１．０ｈ。
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用正交优化的最佳试验条件，按“１．２．２”节方法操作进
行红茄中总黄酮的提取试验，做３次平行试验，红茄中总黄酮
提取率为 １．５０％、１．５１％、１．５０％，平均提取率为 １．５０％，
ＲＳＤ为１．０２％，该提取条件比较稳定、重现性好。

表２　红茄中总黄酮提取工艺的正交试验结果

试管号
Ａ：乙醇
浓度

Ｂ：提取
温度

Ｃ：提取
时间

总黄酮浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
总黄酮提

取率（％）

１ １ １ １ ０．０８８３ １．３８
２ １ ２ ２ ０．０７６１ １．１９
３ １ ３ ３ ０．０９１４ １．４３
４ ２ １ １ ０．０６５３ １．０２
５ ２ ２ ２ ０．０６３５ ０．９９
６ ２ ３ ３ ０．０７９９ １．２５
７ ３ １ １ ０．０４２５ ０．６６
８ ３ ２ ２ ０．０４６３ ０．７２
９ ３ ３ ３ ０．０６５４ １．０２
Ｋ１ ０．２５５８ ０．１９６１ ０．２１４５
Ｋ２ ０．２０８７ ０．１８５９ ０．２０６５
Ｋ３ ０．１５４２ ０．２３６７ ０．１９７４
ｋ１ ０．０８５３ ０．０６５４ ０．０７１５
ｋ２ ０．０６９６ ０．０６２０ ０．０６８８
ｋ３ ０．０５１４ ０．０７８９ ０．０６５８
Ｒ ０．１０１６ ０．０５０８ ０．０１７１

２．３　重复性试验
在乙醇浓度为 ６０％，提取温度为 ８０℃，提取时间为

１．０ｈ的条件下，对红茄中总黄酮重复提取３次，按“１．２．２”
节方法操作，总黄酮的提取率平均为 １．４８％，ＲＳＤ值为
１１０％，试验重复性良好。
２．４　稳定性试验

准确吸取 ２．０ｍＬ６０％乙醇红茄中总黄酮提取液，按
“１．２．２”节方法操作，放置１．０ｈ，每隔１０ｍｉｎ测定１次吸光
度，结果表明１．０ｈ内稳定性良好，ＲＳＤ为１．０３％。
２．５　加标回收率试验

准确吸取６０％乙醇红茄总黄酮提取液２．０ｍＬ置于３个
２５．０ｍＬ容量瓶中，分别加入芸香苷标准品０．２ｍｇ，余下部分
按“１．２．２”节方法操作，平行测定５次，计算加标回收率，其
平均回收率为９９．２％，相对标准偏差 ＲＳＤ为１．１７％，表明测
定结果准确可靠，符合测定要求。

２．６　红茄总黄酮提取液抑菌效果
由表３可以看出，红茄总黄酮提取液对３种供试菌均有

抑制作用，对肠球菌的抑菌效果最好，其次为大肠杆菌，对枯

草芽孢杆菌的抑制效果较弱，红茄总黄酮提取液对３种菌的
抑制效果均好于对照７５％乙醇，无菌水无抑菌作用。

表３　红茄总黄酮提取液的抑菌效果

试验菌
抑菌圈直径（ｍｍ）

红茄总黄酮提取液 ７５％乙醇 无菌水

肠球菌 ７．５ ６．４
!

大肠杆菌 ７．４ ６．４
!

枯草芽孢杆菌 ７．２ ６．４
!

　　注：“
!

”表无抑菌圈。

２．７　红茄黄酮粗提取液的用量对抑菌效果的影响
从表４可以看出，红茄总黄酮提取液的用量不同，抑菌效

果也不相同。用量为２ｍＬ时肠球菌、大肠杆菌和枯草芽孢杆
菌均有少量的菌体生长；当红茄总黄酮提取液用量为３ｍＬ以
上时，对３种菌均有明显的抑制作用，因此红茄总黄酮提取液
的用量选择３ｍＬ时为最佳的抑菌用量。

表４　红茄黄酮粗提取液的用量的抑菌效果

试验菌
红茄总黄酮提取液的用量（ｍＬ）

２ ３ ４ ５ ６
肠球菌 ＋

! ! ! !

大肠杆菌 ＋＋
! ! ! !

枯草芽孢杆菌 ＋＋
! ! ! !

　　注：“
!

”表示无菌生长；“＋”表示有少量菌体生长；“＋＋”表示
有不超过１／２平皿面积的菌落生长；“＋＋＋”表示有超过１／２平皿面
积的菌落生长。表５同。

２．８　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定
红茄总黄酮提取液对３种供试菌均有抑制作用，抑制作

用的强弱与浓度有关，随浓度的增加，抑菌效果增强，其中以

红茄总黄酮提取液 １００％原液的抑菌效果最好。３种菌的
ＭＩＣ值均为１００％原液，低于原液浓度的抑菌效果都较弱，尤
以红茄总黄酮提取液浓度为３．１２５％和１．５２６％时的抑菌效果
最差，红茄总黄酮提取液对肠球菌和大肠杆菌的抑制效果较

好，但二者差别不大，对枯草芽孢杆菌的抑制效果最差（表５）。
表５　红茄总黄酮提取液对试验菌的最低抑制浓度

试验菌
红茄总黄酮提取液浓度（％）

１００ ５０ ２５ １２．５ ６．２５ ３．１２５１．５２６
肠球菌

! !

＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
大肠杆菌

!

＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋
枯草芽孢杆菌

!

＋＋ ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

３　结论与讨论

本试验结果表明：各因素对总黄酮提取率的影响程度由

大到小为乙醇浓度＞提取温度＞提取时间。正交试验极差分
析得出红茄中总黄酮提取的最佳工艺条件为：乙醇浓度

６０％、提取温度８０℃、提取时间为１ｈ，在此条件下提取红茄
总黄酮，总黄酮平均提取率为１．５０％，ＲＳＤ为１．０２％。

红茄总黄酮提取液对肠球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌都

有一定的抑制效果，其抑菌作用的大小与浓度成正相关，以红

茄总黄酮提取液１００％原液的抑菌效果最好，对３种菌的抑
制效果为：对肠球菌和大肠杆菌的抑制效果较好，对枯草芽孢

杆菌抑制效果较弱。

有研究表明，黄酮类物质对枯草芽孢杆菌的抑制效果一

般好于大肠杆菌［１４－１７］，主要是因为黄酮类物质的抑菌作用与

革兰氏阳性细菌和革兰氏阴性细菌细胞壁的组分和结构有

关，黄酮类物质对革兰氏阳性菌的抑制效果好于革兰氏阴性

菌，但本试验中对枯草芽孢杆菌的抑制效果略低于对革兰氏

阴性菌大肠杆菌的抑制效果，与前人研究有一定的差异。
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液相色谱 －串联质谱法测定羊肉中伊维菌素残留
文　豪，周绪正，李　冰，魏小娟，张继瑜
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　　摘要：为建立以液相色谱－串联质谱检测羊肉中伊维菌素的残留方法，所采用的主要仪器参数为：安捷伦１２００－
６４１０液质联用仪，ＥＳＩ电离源，干燥气温度２５０℃；安捷伦ＺＯＲＢＡＸＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ８柱；流动相为乙腈－含０．１％甲酸的

１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵水溶液（体积比为９０∶１０），流速０．２ｍＬ／ｍｉｎ。样品使用乙腈提取，使用碱性氧化铝固相萃取小柱
净化，在１０、２０、４０μｇ／ｋｇ的添加水平下，羊肌肉组织中伊维菌素的添加回收率为 ８７％、８７％、８９％，变异系数为
４０１％、３．４８％、１．１４％，方法的定量限为０．５μｇ／ｋｇ，该方法可用于检测羊肌肉组织中的伊维菌素的药物残留。
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　　阿维菌素类（ＡＶＭｓ）药物是由阿维链霉菌产生的一组高
效、广谱、安全的大环内酯类抗寄生虫药，国内外广泛应用于

包括猪、牛、羊等家畜在内的食品动物中，其中使用最广泛的

是伊维菌素［１］。伊维菌素是一种具有神经毒性的化合物，其

脂溶性较强，在动物组织中残留时间较长。当伊维菌素残留

过量时，可能会给食品安全带来隐患。欧盟、美国和中国等都

设定了最高残留限量（ＭＲＬｓ），欧盟伊维菌素的最高限量标
准是１５μｇ／ｋｇ，美国和中国是２０μｇ／ｋｇ［２－５］。羊肉营养价值
高，纤维细嫩，其所含的主要氨基酸的种类和数量能完全满足

人体的需要［６］。因此，随着社会经济的发展，人们出于饮食

营养和健康的考虑，肉食类食品结构也逐渐从快速生产的鸡

肉、猪肉转向味美、质优、安全、保健的羊肉，根据国家肉羊产

业技术研发中心调查，我国已是羊肉生产和消费大国，羊肉生

产已成为我国畜牧业发展的支柱产业［７］。目前，国内针对伊

维菌素的检测方法主要是参照国标ＧＢ／Ｔ２１３２０—２００７《动物
源食品中阿维菌素类药物残留量的测定》和 ＳＮ／Ｔ１９７３—
２００７《进出口食品中阿维菌素残留量的检测方法》，并没有专
门针对羊组织中伊维菌素残留检测的国家标准，所以对羊组

织中伊维菌素残留的检测方法进行研究很有必要。本研究应

用液相色谱－串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ），成功建立了羊
肉与羊肝组织中伊维菌素残留的检测方法。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
安捷伦１２００－６４１０液质联用仪，美国 Ａｇｉｌｅｎｔ公司生产；

高速匀浆机，江苏省金坛市荣华仪器公司生产；ＫＬ５１２型氮吹
仪，北京康林科技有限责任公司生产；湘仪离心机，湘仪公司

生产；涡旋振荡器（ＨｅｒｏｓＢＩＯ，ＲＳ－２Ｓｈａｋｅｒ）；针筒式微孔滤
膜过滤器（０．２２μｍ、有机系），天津津腾试验设备有限公司生
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