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　　摘要：以金银花为原料，乙醇为溶剂，考察超声辅助提取金银花总三萜的最佳工艺。在单因素（料液比、乙醇浓
度、超声时间和超声温度）试验基础上，利用响应面法，研究各因素间相互作用及对三萜提取率的影响，获得最佳提取

工艺为料液比１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇浓度７５％、超声时间５０ｍｉｎ、超声温度４５℃，验证试验结果显示，三萜提取率为
３７１％，与理论值接近；通过微量稀释法检测常见致病菌对金银花总三萜的敏感性，最小抑菌浓度范围在３～２４ｍｇ／ｍＬ
之间，证明金银花三萜具有较强的抗菌作用；ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ自由基清除试验ＩＣ５０分别为２６．１、１８．８ｍｇ／ｍＬ，说明金银花三

萜具有一定的抗氧化活性。本研究为金银花三萜进一步的研究开发提供了科学依据。
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　　金银花是忍冬科植物忍冬（ＬｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａＴｈｕｎｂ．）的
干燥花蕾或初开的花，具有清热解毒、疏散风热之功效，多用

于治疗痈肿疔疮、喉痹、丹毒、热毒血痢、风热感冒、温病发热

等病症［１］，其药用成分主要包括挥发油、有机酸类、黄酮和三

萜类化合物。三萜类化合物具有抗菌、抗病毒、抗癌、抗炎、降

血脂、降低胆固醇、增加免疫力等多种药理功能［２－５］，且毒性

较低，因此成为中外研究的热点之一［６］。目前，从金银花中

已分离出 ３０多个三萜类化合物［７］，并有保肝和利胆的功

效［８］，但针对金银花中三萜类化合物的总量、提取工艺及抗

菌抗氧化活性等方面的研究未见报道。

提取是回收和纯化生物活性物质最初始且重要的一步，

多种因素会影响提取效率和产量［９］，因此优化提取工艺最大

程度提取生物活性物质十分必要。超声波提取技术提取效率

高、耗能低、不破坏活性成分［１０］。同时，响应面法可以对多种

影响提取效率的因素及因素间相互作用进行有效性分析［１１］。

近年来，响应面法结合超声辅助提取技术在优化黄酮［１２］、多

糖［１３］等天然活性成分的提取工艺中得到广泛应用。本研究

采用响应面法优化金银花总三萜的超声辅助提取工艺，并考

察提取所得的金银花总三萜对人体常见致病菌的抑菌活性及

抗氧化活性，旨在为金银花总三萜的进一步研究开发奠定

基础。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
金银花产自河南省封丘县，由新乡博凯生物技术有限公

司提供；７种常见致病菌（大肠杆菌ＡＴＣＣ２５９２２、金黄色葡萄

球菌ＡＴＣＣ２９２１３、化脓性链球菌ＡＴＣＣ１９６１５、鼠伤寒沙门氏
菌 ＡＴＣＣ１３３１１、肺炎链球菌 ＡＴＣＣ４９６１９、铜绿假单胞菌
ＡＴＣＣ２７８５３、肺炎克雷伯氏菌 ＡＴＣＣ７００６０３）均购自南京便
诊生物科技有限公司；齐墩果酸标准品购自中国药品生物制

品检定所；胰蛋白胨购自上海宝录生物科技有限公司；牛肉浸

膏购自北京双旋微生物培养基制品厂；Ｄ－１０１大孔吸附树脂
购自天津市光复精细化工研究所；微量ＭＩＣ测定板购自美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ购自梯希爱（上海）化成工业发展
有限公司；无水乙醇、香草醛、冰醋酸、高氯酸等均为分析纯，

购自北京化工厂。

ＭＥ－２０４型电子天平；ｗｉ９３００８型麦氏比浊仪；ＤＨＰ－
９０８２型电热恒温培养箱；ＳＹＱ－ＤＳＸ－２８０Ｂ手提式压力蒸汽
灭菌锅；ＹＪ－ＶＳ－２型超净工作台；ＫＱ－５００Ｅ型超声波清洗
仪；ＴＵ－１８１０型紫外分光光度计；ＸＭＴＤ－７０００型恒温水浴
锅；Ｂｉｏ－ｒａｄｉＭａｒｋＴＭ型酶标仪。
１．２　方法
１．２．１　金银花三萜提取工艺流程　金银花打粉后过６０目
筛，称定１．００ｇ于１００ｍＬ锥形瓶中，以一定料液比加入一定
浓度的乙醇溶液，在一定温度下超声提取一定时间，重复３
次，滤液合并后浓缩定容，取适量测定总三萜含量。

１．２．２　三萜含量测定方法
１．２．２．１　标准曲线的绘制　以齐墩果酸为标准品，采用香草
醛－冰醋酸－高氯酸分光光度法测定总三萜含量。称定标准
品４．００ｍｇ，甲醇定容至１０ｍＬ容量瓶中。准确移取该溶液
０、０．１０、０．２０、０．３０、０．４０、０．５０ｍＬ分别加入 １０ｍＬ容量瓶
中，挥尽溶剂。加入０．４ｍＬ新鲜配制的５％香草醛－冰醋酸
溶液和１ｍＬ高氯酸，摇匀后置于６０℃水浴中加热３０ｍｉｎ。
取出冷却至室温，加冰醋酸定容至１０ｍＬ摇匀，在５５０ｎｍ波
长下测定吸光度。以齐敦果酸含量 ｘ为横坐标，吸光度 ｙ为
纵坐标，绘制标准曲线，回归方程为：ｙ＝２８．１７５ｘ－０．００７３，
ｒ２＝０．９９９２。说明齐墩果酸标准品在０～０．０２ｍｇ／ｍＬ范围
内线性关系良好。

１．２．２．２　三萜含量测定　根据“１．２．２．１”项下回归方程，计
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算提取液总三萜含量。提取率计算公式为：

　　三萜提取率＝三萜质量浓度 ×提取液体积 ×稀释倍数／
金银花质量×１００％。
１．２．３　金银花提取单因素试验及响应面设计　选定料液比
（Ａ）、乙醇浓度（Ｂ）、超声时间（Ｃ）、超声温度（Ｄ）４个因素作
单因素试验，在此基础上进行响应面设计，根据 Ｂｏｘ－
Ｂｅｈｎｋｅｎ试验设计原理，采用４因素３水平共２９组试验对提
取工艺进行优化分析，因素水平见表１，试验条件及结果见
表２。

表１　金银花总三萜提取工艺因素水平

水平
Ａ：料液比
（ｇ∶ｍＬ）

Ｂ：乙醇浓度
（％）

Ｃ：超声时间
（ｍｉｎ）

Ｄ：超声温度
（℃）

－１　 １∶２５ ６０ ２０ ３０
０ １∶３０ ８０ ４０ ４０
１ １∶３５ １００ ６０ ５０

表２　金银花总三萜提取工艺响应面试验结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ 三萜提取率ｙ
（％）

１ ０ －１ －１ ０ ３．０４０
２ ０ ０ ０ ０ ３．６５６
３ －１ －１ ０ ０ ２．６３０
４ ０ ０ －１ －１ ３．２４７
５ １ －１ ０ ０ ３．１２０
６ ０ ０ ０ ０ ３．７３３
７ １ ０ ０ －１ ３．０２１
８ １ ０ －１ ０ ３．３１１
９ －１ ０ ０ －１ ２．８８２
１０ ０ ０ １ －１ ３．４２１
１１ ０ －１ ０ －１ ３．１２３
１２ ０ ０ ０ ０ ３．７４０
１３ ０ ０ １ １ ３．５６８
１４ １ ０ ０ １ ３．３８０
１５ ０ －１ ０ １ ３．５４０
１６ －１ ０ １ ０ ３．０５１
１７ １ ０ １ ０ ３．４２９
１８ －１ ０ ０ １ ３．００２
１９ ０ １ ０ １ ３．０２１
２０ ０ ０ －１ １ ３．５７４
２１ ０ １ １ ０ ３．１４６
２２ ０ ０ ０ ０ ３．７３９
２３ ０ １ －１ ０ ３．０１４
２４ －１ ０ －１ ０ ２．９３６
２５ ０ １ ０ －１ ２．９３０
２６ １ １ ０ ０ ２．６８９
２７ ０ ０ ０ ０ ３．５９７
２８ ０ －１ １ ０ ３．３８８
２９ －１ １ ０ ０ ２．６００

１．２．４　金银花总三萜制备　Ｄ－１０１大孔吸附树脂经乙醇和
蒸馏水预处理后，湿法装柱，平衡后上样（金银花醇提物），然

后用蒸馏水及３０％、５０％、７０％、９５％乙醇溶液依次洗脱，收
集各项洗脱液，浓缩，冻干，以９５％乙醇洗脱项制备金银花总
三萜，并将其配制成浓度为９６ｍｇ／ｍＬ的母液。
１．２．５　抑菌活性测定
１．２．５．１　菌株复苏及菌悬液的制备　上述７种供试菌种复

苏后接种于固体培养基上，培养１２～２４ｈ。从平板上挑取单
个菌落，混悬于液体培养基中，制成浓度为１０６～１０８ＣＦＵ／ｍＬ
的菌悬液，备用。

１．２．５．２　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ＭＢＣ）的测
定　用微量稀释法测定金银花总三萜的最小抑菌浓度。首先
用０．２２μｍ滤膜过滤“１．２．４”节药液母液，用制备好的液体
培养基依次倍比稀释成９个浓度后，加入微量 ＭＩＣ测定板
中，每孔０．１ｍＬ；再分别加入“１．２．５．１”节的各种菌液，每孔
０．１ｍＬ。设置阳性对照（加入０．１ｍＬ菌液和０．１ｍＬ液体培
养基）和阴性对照（只加液体培养基）。测定板于３７℃恒温
箱中培养２４ｈ观察结果，完全没有细菌生长时的最低浓度即
为最小抑菌浓度。将无菌生长的各孔取样，分别涂布于无菌

琼脂平板上，３７℃培养２４ｈ观察结果，以平板上无细菌生长
的最低药物浓度为最小杀菌浓度。

１．２．６　抗氧化活性测定
１．２．６．１　ＤＰＰＨ自由基清除率测定　参照Ｂｌｏｉｓ的方法［１４］测

定，略有变动。取质量浓度分别为３、６、１２、２４、４８、９６ｍｇ／ｍＬ
样品溶液１００μＬ，加入０．２ｍｍｏｌ／ＬＤＰＰＨ溶液１００μＬ，充分
混匀，避光静置３０ｍｉｎ后，以甲醇为空白对照，抗坏血酸为阳
性对照，于５１７ｎｍ波长处测吸光度。每一样品平行测３次，
取平均值。清除率公式表示为：

ＤＰＰＨ清除率＝（１－Ｄ１／Ｄ２）×１００％。
式中：Ｄ１为样品或者阳性对照吸光度；Ｄ２为空白对照吸
光度。

１．２．６．２　ＡＢＴＳ自由基清除率测定　参照Ｒｅ等的方法［１５］测

定。在反应体系中，样品溶液质量浓度亦分别为３、６、１２、２４、
４８、９６ｍｇ／ｍＬ，体积１００μＬ，以甲醇为空白对照，抗坏血酸为
阳性对照。每一样品平行测３次取平均值。

上述所有试验于２０１７年７—１１月在河南省科学院天然
产物重点试验室完成。

２　结果与分析

２．１　单因素对金银花三萜提取率的影响
２．１．１　料液比　设定乙醇浓度６０％、超声时间５０ｍｉｎ、温度
５０℃，考察不同料液比（１ｇ∶１０ｍＬ，１ｇ∶１５ｍＬ，１ｇ∶２０ｍＬ，
１ｇ∶２５ｍＬ，１ｇ∶３０ｍＬ，１ｇ∶３５ｍＬ）对金银花三萜提取率的
影响，结果见图１－Ａ。随溶剂体积的增加，提取率逐渐增大，
１ｇ∶３０ｍＬ达到最大，之后不再增加，因此选择较佳料液比为
１ｇ∶３０ｍＬ。
２．１．２　乙醇浓度　设定料液比 １ｇ∶３０ｍＬ、超声时间
５０ｍｉｎ、温度 ５０℃，考察不同乙醇浓度（２０％、４０％、６０％、
８０％、１００％）对金银花三萜提取率的影响，结果见图１－Ｂ。
随着乙醇浓度增加，提取率增大，８０％达到最大；之后提取率
不升反降，可能由于金银花三萜极性与８０％乙醇相似，选择
８０％乙醇为最佳提取浓度。
２．１．３　超声时间　设定料液比１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇浓度８０％、
温度５０℃，考察不同超声时间（２０、４０、６０、８０、１００ｍｉｎ）对金
银花三萜提取率的影响，结果见图１－Ｃ。４０ｍｉｎ时提取率陡
然上升，此后逐渐下降，可能超声时间延长，使三萜化合物发

生部分转化，故选择最佳提取时间为４０ｍｉｎ。
２．１．４　超声温度　设定料液比１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇浓度８０％、
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超声时间４０ｍｉｎ，考察不同超声温度（３０、４０、５０、６０、７０℃）对
金银花三萜提取率的影响，结果见图１－Ｄ。４０℃时提取率

最高，超过此温度提取率下降，可能温度升高会影响三萜稳定

性，故选择４０℃为最佳提取温度。

２．２　响应面法优化金银花三萜提取工艺
２．２．１　不同因素对提取效果的影响　采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８．０．６软件得到拟合模型：

ｙ＝３．６９３００＋０．１５４０８Ａ－０．１２００８Ｂ＋０．０７３４１７Ｃ＋
０．１２１７５Ｄ －０．１００ ２５ＡＢ ＋７．５００ ００Ｅ －００４ＡＣ ＋
０．０５９７５０ＡＤ－０．０５４０００ＢＣ－０．０８１５００ＢＤ－０．０４５０００ＣＤ－

０．４６７７５Ａ２－０．４４４００Ｂ２－０．０８３５００Ｃ２－０．１３５５０Ｄ２。
对拟合模型进行方差分析，结果见表３。由表３可以看

出，回归模型极显著（Ｐ＜０．０００１），而误差项不显著，说明回
归方程与实际情况吻合较好，试验误差小，因此可用该回归方

程代替试验真实点对试验结果进行分析。

表３　二次回归模型的方差分析结果

变异来源 自由度 离差平方和 均方 Ｆ值 Ｐ值 显著性

Ａ １ ０．２８ ０．２８ ４８．８０ ＜０．０００１ 
Ｂ １ ０．１７ ０．１７ ２９．６４ ＜０．０００１ 
Ｃ １ ０．０６５ ０．０６５ １１．０８ ０．００５０ 
Ｄ １ ０．１８ ０．１８ ３０．４７ ＜０．０００１ 
ＡＢ １ ０．０４０ ０．０４０ ６．８９ ０．０２００ 
ＡＣ １ ２．２５０×１０－６ ２．２５０－６ ３．８５４－４ ０．９８４６
ＡＤ １ ０．０１４ ０．０１４ ２．４５ ０．１４０１
ＢＣ １ ０．０１２ ０．０１２ ２．００ ０．１７９４
ＢＤ １ ０．０２７ ０．０２７ ４．５５ ０．０５１１
ＣＤ １ ８．１００－３ ８．１００－３ １．３９ ０．２５８５
Ａ２ １ １．４２ １．４２ ２４３．１０ ＜０．０００１ 
Ｂ２ １ １．２８ １．２８ ２１９．０４ ＜０．０００１ 
Ｃ２ １ ０．０４５ ０．０４５ ７．７５ ０．０１４７ 
Ｄ２ １ ０．１２ ０．１２ ２０．４０ ０．０００５ 
模型 １４ ３．１０ ０．２２ ３７．８９ ＜０．０００１ 
残差 １４ ０．０８２ ５．８３８－３

失拟项 １０ ０．０６５ ６．５２２－３ １．５８ ０．３４９６
净误差 ４ ０．０１７ ４．１２８－３

校正项 ２８ ３．１８

　　注：、分别表示模型或考察因素有显著（Ｐ＜０．０５）、极显著（Ｐ＜０．０１）影响。
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　　决定系数Ｒ２和调整决定系数 ＡｄｊＲ２分别为０．９７４３和
０．９４８６，说明该模型拟合度良好；预测决定系数 ＰｒｅｄＲ２为
０．８７３７，说明该模型预测性良好。方程中 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ａ２、Ｂ２、
Ｄ２对响应值影响极显著，料液比 Ａ、乙醇浓度 Ｂ、提取温度 Ｄ
对提取率影响最显著，其次为超声时间 Ｃ。ＡＢ交互作用显
著，说明不同提取条件与金银花总三萜提取率之间不是简单

的线性关系。

２．２．２　各因素交互作用分析　图２是采用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８．０．６软件绘出的响应面及等高线图。等高线的形状反映交
互效应的强弱，圆形表示两因素交互作用不显著，而椭圆形则

表示两因素交互作用显著。从响应面等高线的分布规律和间

隔距离可以看出因素间交互作用的强弱和因素对响应值的影

响程度［１６］。图２表明料液比与乙醇浓度之间交互作用最显
著，对金银花三萜的提取率影响最大。

２．２．３　最佳条件的确定及验证试验　用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８０６软件得出金银花总三萜提取最优条件为：料液比
１ｇ∶３１．１ｍＬ，乙醇浓度７５．４％，超声时间４７．８ｍｉｎ，超声温
度４５℃，为适应试验操作调整为：料液比１ｇ∶３０ｍＬ，乙醇浓
度７５％，超声时间５０ｍｉｎ，超声温度４５℃。此条件下进行５
次验证试验，平均提取率为 ３．７１％，达到预测提取率
（３．７７％）的９８．４％，说明应用响应面法优化了金银花总三萜
的超声辅助提取工艺，且金银花中三萜类物质含量较高。

２．３　抑菌试验结果
金银花总三萜抑菌试验结果见表４。对所选７种常见致

病菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）范围在３～２４ｍｇ／ｍＬ，整体抑菌
作用较强，尤其是对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌抑制作用

最强。

２．４　抗氧化试验结果
ＤＰＰＨ和ＡＢＴＳ自由基清除试验结果显示，金银花总三萜

系列溶液浓度分别为３、６、１２、２４、４８、９６ｍｇ／ｍＬ，对应的ＤＰＰＨ
清除率分别为２４．３％、３６．８％、４５．６、４９．７％、５３．２％、５５．８％，
对应的ＡＢＴＳ清除率分别为２７．５％、３９．６％、４８．３％、５１．３％、
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表４　金银花三萜对７种常见致病菌ＭＩＣ和ＭＢＣ的测定结果

菌种名称 革兰氏染色
ＭＩＣ

（ｍｇ／ｍＬ）
ＭＢＣ

（ｍｇ／ｍＬ）

大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ．） － ３ ３
金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ） ＋ ３ ６
肺炎链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ） ＋ ６ １２
铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ） － ６ １２
鼠伤寒沙门氏菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ） － １２ １２
化脓性链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｙｏｇｅｎｅｓ） ＋ １２ ２４
肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ） － ２４ ２４

　　注：“＋”表示革兰氏染色阳性，“－”表示革兰氏染色阴性。

５９．７％、６２．８％，表明金银花总三萜具有一定的清除自由基的
能力，清除率５０％即 ＩＣ５０所对应浓度分别为２６．１ｍｇ／ｍＬ和
１８．８ｍｇ／ｍＬ，且清除能力随总三萜含量增加而增强，呈现出
良好的剂量效应关系。

３　结论与讨论

中药功能活性成分复杂，其疗效多是由多成分、多靶点、

多效应综合作用的结果，加之金银花总三萜含量、提取工艺及

抗菌、抗氧化活性至今未见报道，因此，本试验选择总三萜作

为金银花有效成分的提取指标。提取工艺的优劣能直接影响

生药的利用率及后期加工的难易，提取工艺的研究是中药生

产实现现代化的关键环节。

超声波提取法近年来迅速发展。超声波能增大物质分子

运动频率和速度，增加溶剂穿透力，提高药物成分溶出速度和

溶出数量，因此与常规方法比较，超声波法提取效果好、对有

效成分破坏少［１７］。提取料液比、提取温度、提取溶剂、提取时

间等是影响药物有效成分提取率的关键因素，要得到最佳提

取工艺须要进行大量的试验研究，响应面法是优化提取工艺

时常采用的方法。

本研究应用响应面法优化金银花总三萜的超声辅助提取

工艺，确定的最佳提取工艺参数为：料液比１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇
浓度７５％、超声时间５０ｍｉｎ、超声温度４５℃，此条件下得到
三萜提取率为３．７１％，与其他中药相比，金银花中总三萜含
量较高，且表现出了较强的抗菌活性和一定的抗氧化活性，说

明在产量及活性方面金银花三萜都具有进一步研究开发的价

值；加之试验值与理论值大致相同，说明该工艺省时省力、科

学性强，具有较强的实际应用价值。本研究为进一步研究金

银花三萜化合物、提高金银花资源综合开发利用提供试验

依据。
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