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　　摘要：拟建立利用纳米金吸光度评价３种百合总黄酮抗氧化性的方法。以硼氢化钠还原氯金酸，生成金种子，而
后加入百合总黄酮提取液，使金种子继续生长，生成酒红色的纳米金溶液，最大吸收峰位于５２１ｎｍ，吸光度与黄酮抗
氧化能力成正比。以没食子酸为对照，比较了３种百合总黄酮化合物的抗氧化性强弱，并与１，１－二苯基 －２－三硝
基苯肼（ＤＰＰＨ）法的试验结果进行对比。试验结果表明，与药用百合和食用百合相比，香水百合总黄酮提取物具有较
强的抗氧化性，且纳米金法试验结果与ＤＰＰＨ法一致。纳米金法可作为评价黄酮抗氧化性的新方法。
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　　金纳米粒子因其独特的物理化学性能而在近年来得到了
广泛关注，在各领域都有广泛的应用。合成金纳米粒子的方

法有许多，金种子法是其中的一种。该方法以硼氢化钠为还

原剂还原氯金酸制备金种子，而后加入适当的保护剂阻止其

聚集形成大颗粒，形成金纳米粒子［１］。近年来，众多报道表

明植物提取液可作为保护剂用于金纳米粒子的合成，其中起

主要作用的为黄酮类化合物［２］。

黄酮类化合物是一类重要的天然有机化合物，是植物在

长期自然选择过程中产生的一类次生代谢产物［３］，广泛存在

于高等植物及羊齿类植物的根、茎、叶、花、果实等中，不仅数

量繁多，而且结构类型复杂多样。黄酮类化合物具有多种生

理功能，主要有抗氧化功能、抗心率失常功能、抗肿瘤抗癌功

能、镇咳祛痰平喘功能、抗炎功能、抗菌抗病毒功能、类激素样

功能及免疫调节功能等［４－５］。其中抗氧化功能是目前的研究

重点，目前检测抗氧化性的方法多为１，１－二苯基－２－三硝
基苯肼（ＤＰＰＨ）法、２，２－联氮 －二（３－乙基 －苯并噻唑 －
６－磺酸）二铵盐（ＡＢＴＳ）法等。

香水百合花色艳丽，芳香宜人，是单子叶植物亚纲百合科

（Ｌｉｌｉａｃｅａｅ）百合属（Ｌｉｌｉｕｍ）植物，常用于观赏。目前，对其研
究多集中于组织培养和栽培栽种，对其化学成分的研究较少。

前期试验表明，香水百合中总黄酮化合物的含量较高，且具有

一定的抗氧化性［６］。笔者以百合总黄酮提取物为保护剂还

原金种子，建立了利用纳米金法评价百合黄酮抗氧化性的方

法。以没食子酸为对照，比较了香水百合、食用百合、药用百

合３种百合总黄酮化合物抗氧化性的强弱，并与传统的
ＤＰＰＨ法得到的结果相对比。

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂
１．１．１　试剂与材料　芸香苷、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、
无水乙醇、没食子酸、氯金酸、硼氢化钠、碳酸钾、浓盐酸、浓硝

酸皆为分析纯，ＤＰＰＨ为生化试剂，香水百合、药用百合、食用
百合皆购自当地商店。

１．１．２　仪器　ＸＹ－２００型高速多功能型粉碎机；ＵＶ－９１００
紫外可见分光光度计；ＤＨＧ－９２４６Ａ电热恒温鼓风干燥箱；
ＢＳ２２４Ｓ电子天平；ＨＨ－４数显恒温水浴锅；ＳＨＺ－Ｄ（Ⅲ）予
华牌循环水真空泵；移液枪；控温磁力搅拌器；超声波清洗器。

１．２　试验方法
１．２．１　黄酮的提取及含量测定　（１）总黄酮提取：精确称取
０．５ｇ干燥后的香水百合、药用百合、食用百合粉末，以７０％
乙醇水溶液为提取剂，料液比为１ｇ∶３０ｍＬ，在５０℃下水浴
提取１．５ｈ，过滤，提取液以７０％乙醇定容至１００ｍＬ。（２）总
黄酮含量测定：精确称取２０５ｍｇ干燥至恒质量的芸香苷粉
末，用７０％甲醇溶解得芸香苷储备液，使用时用７０％甲醇稀
释至０．２０５ｍｇ／ｍＬ，为芸香苷稀释液。移取芸香苷稀释液０、
１．００、２．００、３．００、４．００、５．００、６．００ｍＬ，分别放置于５０ｍＬ容
量瓶中，加入 ７０％乙醇溶液至总体积为 ６ｍＬ，再分别加入
５％亚硝酸钠各 ２．００ｍＬ，振荡均匀，放置 ６ｍｉｎ，然后加入
１０％氯化铝１．００ｍＬ，振荡均匀，放置６ｍｉｎ，最后加４％氢氧
化钠２０．００ｍＬ，摇匀，用水定容至刻度线，放置１５ｍｉｎ，在
５１０ｎｍ波长处测定吸光度。以芸香苷浓度为横坐标、吸光度
为纵坐标绘制标准曲线。从１００ｍＬ各提取液中移取 １．５ｍＬ
总黄酮提取液至５０ｍＬ容量瓶中，加７０％乙醇溶液至６ｍＬ，按
测定标准曲线的方法进行测定，求得各提取液中黄酮的含量。

１．２．２　纳米金法评价百合总黄酮抗氧化性　（１）金种子的
制备。取１００ｍＬ经４℃冷藏的超纯水，加入１．５ｍＬ１％（质
量浓度）ＨＡｕＣｌ４ 溶液，在持续搅拌状态下加入 ０．５ｍＬ
０．２ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３溶液，再加入４．５ｍＬ０．５ｍｇ／ｍＬＮａＢＨ４溶
液，持续搅拌５ｍｉｎ，即得酒红色金种子溶液，４℃保存。

（２）Ｋ２ＣＯ３－ＨＡｕＣｌ４溶液的制备。称取５０ｍｇＫ２ＣＯ３固
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体，加入 １００ｍＬ超纯水，持续搅拌 １０ｍｉｎ，再向其中加入
１．５ｍＬ１％（质量浓度）ＨＡｕＣｌ４溶液，继续搅拌３０ｍｉｎ，溶液
颜色由淡黄逐渐变成无色透明，即为制备成功，４℃保存。

（３）以没食子酸（ＧＡ）为保护剂的纳米金颗粒的生长。
取６ｍＬＫ２ＣＯ３－ＨＡｕＣｌ４溶液于５０ｍＬ烧杯中，置于磁力搅
拌器上匀速搅拌，加入 １００μＬ金种子溶液，而后迅速加入
６００μＬ超纯水，继续搅拌 １０ｍｉｎ，于 ５２１ｎｍ处检测其吸光
度，作为空白对照。重复上述步骤，将６００μＬ超纯水分别替
换为浓度为０．２、０．１、０．０６、０．０２、０．００８、０．００４ｍｇ／ｍＬ的 ＧＡ
溶液，分别测定其对应的吸光度。以ＧＡ浓度为横坐标、吸光
度为纵坐标，绘制标准曲线。

（４）以百合总黄酮提取液为保护剂的纳米金颗粒的生
长。分别取３种百合黄酮提取液各１０ｍＬ，浓缩至１ｍＬ。取
６ｍＬＫ２ＣＯ３－ＨＡｕＣｌ４溶液于５０ｍＬ烧杯中，置于磁力搅拌器
上匀速搅拌，加入１００μＬ金种子溶液，而后迅速加入６００μＬ
超纯水，搅拌２０ｍｉｎ后，检测其在５２１ｎｍ处的吸光度，作为
空白对照。重复上述步骤，将６００μＬ超纯水分别换成３种不
同类型的黄酮提取液，测定相应的吸光度，并根据上一步得到

的标准曲线求得各黄酮提取液对应的 ＧＡ当量，每个样品平
行做２份，取平均值。
１．２．３　ＤＰＰＨ法评价百合总黄酮抗氧化性［７］　将浓度为
２．０×１０－４ｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ乙醇溶液２ｍＬ和各百合黄酮提取液
２ｍＬ在试管中混匀，２５℃下避光反应３０ｍｉｎ，于５１７ｎｍ处测定
吸光度。用乙醇作空白对照。以没食子酸为标准对照，ＤＰＰＨ自
由基清除率由下式计算，每个样品平行做２份，取平均值。

Ｓ＝ １－
Ｄｉ－Ｄｊ
Ｄ( )
０

×１００％。 （１）

式中：Ｓ表示ＤＰＰＨ自由基清除率（％）；Ｄｉ表示２ｍＬＤＤＰＨ
溶液和２ｍＬ样品溶液混合后在５１７ｍｍ下的吸光度；Ｄｊ表示
２ｍＬ样品溶液和２ｍＬ乙醇溶剂混合液在５１７ｍｍ下的吸光
度；Ｄ０表示 ２ｍＬＤＤＰＨ溶液和 ２ｍＬ乙醇溶剂混合液在
５１７ｍｍ下的吸光度。

２　结果与分析

２．１　３种百合中的黄酮含量
分光光度法是测定黄酮含量的常用方法。黄酮分子 Ｂ

环上的３，４－邻二苯酚羟基可与铝离子在碱性条件下络合，
生成棕红色的金属络合物。以芸香苷为标准品作标准曲线，

可得线性方程为ｙ＝０．０１１ｘ－０．００１１，将各黄酮提取液样品
测得的吸光度代入线性方程，可求得３种百合黄酮提取液的
总黄酮平均浓度：香水百合为１０．７４％、药用百合为０．９２％、
食用百合为０．１４％。结果表明，香水百合中总黄酮含量远高
于药用百合和食用百合。

２．２　纳米金法评价抗氧化性
没食子酸或黄酮类化合物具有抗氧化性，加入金种子溶

液中可起到保护剂的作用，阻止纳米金粒子的进一步聚集，形

成具有一定颗粒大小的纳米金溶液。在本试验中将不同浓度

的没食子酸溶液加入金种子溶液中，观察反应后的颜色变化，

结果表明，加入没食子酸之后，溶液呈酒红色，说明生成了纳

米金粒子，且随没食子酸浓度的增大，溶液的颜色逐渐加深，

表明生成的纳米金粒子的颗粒也越多。扫描各溶液的紫外光

谱，不同溶液的最大吸收峰位于５２１ｎｍ，为金纳米粒子的特
征吸收峰，且吸光度随没食子酸浓度的增大而增大。从图１
可以看出，在试验所选的浓度范围内（０．００４～０．２０ｍｇ／ｍＬ），
溶液的吸光度与没食子酸的浓度呈线性关系，线性方程为

ｙ＝４．６３０４ｘ－０．００１１，ｒ２＝０．９９７。反应溶液的透射电子显
微镜（ＴＥＭ）结果见图２，由 ＴＥＭ图可见纳米金粒子的生成，
生成的纳米金粒子近似于球形，粒径约为２０ｎｍ。

　　采用同样的方法，用３种百合的总黄酮提取液替换没食
子酸，分别进行反应，并测其吸光度。分别将其吸光度代入至

没食子酸的线性方程中，求得对应的 Ｘ值，即为抗坏血酸当
量。ＧＡ当量越大，说明该百合黄酮提取液抗氧化性越强。
根据计算可求得３种百合黄酮提取液的 ＧＡ当量：香水百合
为６３．３５μｇ／ｍＬ、药用百合为 １１．８６μｇ／ｍＬ、食用百合为
１．３８μｇ／ｍＬ。由ＧＡ当量可知，香水百合的抗氧化性最强，药
用百合次之，食用百合最弱。

２．３　ＤＰＰＨ法评价抗氧化性
ＤＰＰＨ自由基是一种以氮为中心的单电子自由基，其结

构简单，性质稳定。ＤＰＰＨ自由基乙醇溶液为紫色，最大吸收
波长位于５１７ｎｍ。当向其中加入自由基清除剂时，自由基清
除剂能提供电子与ＤＰＰＨ自由基中的单电子配对，导致溶液
颜色变浅，吸光度减弱。一般以 ＤＰＰＨ自由基清除率为５０％
时的样品浓度（ＥＣ５０）来衡量样品对 ＤＰＰＨ自由基的清除能
力，ＥＣ５０值越小，样品清除 ＤＰＰＨ自由基的能力越强。３种百
合黄酮提取液和对照品没食子酸对ＤＰＰＨ自由基的清除情况
见图３。可以看出，无论是样品还是对照品，在选定浓度区间
内，对ＤＰＰＨ自由基的清除率与浓度成正比。通过各自的线
性方程可以求得各自的ＥＣ５０：没食子酸为 ２．３１μｇ／ｍＬ，香水
百合为２５．３１μｇ／ｍＬ、药用百合为３８７５μｇ／ｍＬ、食用百合为
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１０９．９５μｇ／ｍＬ。试验结果表明，在 ３种百合总黄酮提取液
中，香水百合清除ＤＰＰＨ自由基的能力最强，药用百合次之，
食用百合最小。该结果与纳米金法得到的结论相一致。

３　结论

本研究建立了利用纳米金颗粒生长评价３种百合总黄酮
抗氧化性的方法。以没食子酸为对照，香水百合、药用百合、

食用百合 ３种百合对应的没食子酸当量分别为 ６３．３５、
１１８６、１．３８μｇ／ｍＬ。结果表明，３种百合总黄酮抗氧化性的
强弱依次为香水百合＞药用百合＞食用百合。在ＤＰＰＨ自由
基的清除试验中，３种百合总黄酮提取液对ＤＰＰＨ均有一定的

清除作用，其ＥＣ５０如下：食用百合为１０９．９５μｇ／ｍＬ、药用百合
为３８．７５μｇ／ｍＬ、香水百合为２５．１３μｇ／ｍＬ，清除率由强到弱
依次为香水百合＞药用百合＞食用百合，试验结果与纳米金法
一致。表明与药用百合和食用百合相比，香水百合总黄酮提取

物具有较强的抗氧化性，且纳米金法试验结果与 ＤＰＰＨ法一
致。可见纳米金法可作为评价黄酮抗氧化性的新方法。
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真空包装冷鲜鸡中腐败菌微生物的分离鉴定

赖宏刚１，蒋云升１，张元嵩１，曹　宏２，肖　欢２

（１．扬州大学旅游烹饪学院，江苏扬州２２５１２７；２．江苏里下河地区农业科学研究所，江苏扬州 ２２５００７）

　　摘要：为了有针对性地控制冷鲜鸡中微生物的污染，采用平板计数法进行菌相分析；采用平板划线分离法分离冷
鲜鸡中主要的微生物菌群，再根据革兰氏镜检观察、菌落形态、菌体特征观察，以及１６ＳｒＤＮＡ测序的方法，对冷鲜鸡中
的主要腐败菌代表菌株进行鉴定。结果表明，冷鲜鸡的腐败菌相以假单胞菌（占比５１．０％）、乳酸菌（占比３１．５％）为
主，其次是热杀索丝菌（占比 １３．３％）、肠杆菌（占比 ４．３％）。在对应的代表性菌株方面，Ｊ１代表荧光假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ），Ｃ１代表阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ），Ｒ１代表植物乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓｐｌａｎｔａｒｕｍ），Ｓ１
代表热杀索丝菌（Ｂｒｏｃｈｏｔｈｒｉｘｔｈｅｒｍｏｓｐｈａｃｔａ）。
　　关键词：冷鲜鸡；优势微生物群；腐败菌；生理生化鉴定；１６ＳｒＤＮＡ；靶向控制；延长货架期
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Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｙｓｑｄ６２＠１６３．ｃｏｍ。

　　冷鲜鸡是指经检疫检验后屠宰得到的鸡胴体，经迅速冷
却使其温度在１ｈ内降到０～４℃，并保持在０～４℃下加工、

流通和零售的鲜鸡肉［１］。冷鲜鸡在生产、加工和储运过程

中，不可避免地会被空气、容器、包装材料、原料本身等所携带

的细菌污染，又因为其营养成分丰富和含水量高［２］，一旦条

件适宜，其携带的微生物就会迅速生长繁殖，出现变色、变味

以及表面发黏、产生臭味等不良变化［３］，从而使其货架期缩

短，这也成为限制冷鲜鸡产业发展的瓶颈。因此，建立系列的

综合保鲜技术研究就成为解决冷鲜鸡及酱鸡制品发展的关键

问题，而腐败菌的分离鉴定是这个问题得以解决的基础。

本研究采用平板划线分离方法分离纯化冷鲜鸡中的优势

微生物菌群，再通过传统的生理生化试验及１６ＳｒＤＮＡ测序
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