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　　摘要：为了提高金钗石斛中黄酮类化合物的提取得率，在料液比、提取温度、提取时间、乙醇体积分数４个单因素
试验基础上，通过二次通用旋转组合设计试验优化金钗石斛总黄酮的超声辅助提取工艺条件，并初步评价其体外抗氧

化活性。优化的金钗石斛黄酮提取条件为：提取时间１０ｍｉｎ、料液比１ｇ∶１５ｍＬ，提取温度７５℃，乙醇体积分数９０％。
根据修正的最佳工艺条件，进行６次重复试验，测得黄酮提取率的均值为（０．５５１５±０．０００４）ｍｇ／ｇ，与模型预测值相
符。抗氧化试验结果表明，金钗石斛总黄酮对ＡＢＴＳ自由基、ＤＰＰＨ自由基有较好的清除效果，与提取液质量浓度成正
比。优化的金钗石斛黄酮提取工艺合理、可行，金钗石斛黄酮具有较强的抗氧化性。
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　　金钗石斛（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｎｏｂｉｌｅＬｉｎｄｌ．）是兰科石斛属植物，
又名金钗石、扁黄草等，是《中华人民共和国药典》［１］收录的

名贵石斛属药用植物之一，具备润肺止咳、明目强身、生津益

胃等功效。金钗石斛，性微寒，味甘，用于治疗热病伤津、口干

烦渴、病后虚热、目暗不明、萎缩性胃炎、浅表性胃炎、慢性结

肠炎等，是石斛夜光丸、石斛明目丸、石斛浸膏溶液、石斛清胃

散等制剂的重要配伍［２］。作为传统中药，金钗石斛近年来受

到国内外学者高度关注，药理研究表明，金钗石斛具有提高肠

道功能［３］、改善记忆衰退［４］、抗肿瘤［５］、抗诱变［６－７］、增强机体

免疫能力及降血糖等作用［８－９］。近几十年来，国内外学者对

许多种石斛的化学成分进行了研究，发现该属植物所含的化

学成分种类丰富，主要包括生物碱类、多糖类、酚类、黄酮类、

联苄类、倍半萜类、香豆素以及甾体糖苷类化合物等［１０］，其中

以生物碱和多糖为研究对象的工作较多。陈志国等对金钗石

斛多糖进行了体外抗氧化活性研究，结果表明，金钗石斛粗制

多糖和精制多糖均有一定的抗氧化能力［１１］。费雯等研究了

金钗石斛总多酚的体外抗氧化活性，结果表明金钗石斛总多

酚对ＡＢＴＳ、ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基活性均有不同程度的
清除作用，其清除能力与总多酚质量浓度呈正相关，具有良好

的抗氧化能力［１２］。但是，目前对于其黄酮类成分的制备工艺

及相关活性研究的较少。因此本试验在前期研究基础上采用

超声波辅助提取法提取金钗石斛总黄酮并应用响应面法对总

黄酮提取工艺影响较大的４个因素即料液比、提取温度、提取

时间、乙醇体积分数进行优化，从而获得经济、科学的提取条

件。以维生素Ｃ为阳性对照，考察金钗石斛总黄酮对 ＡＢＴＳ、
ＤＰＰＨ自由基和羟基自由基的清除作用，以期为进一步探讨
其药理活性和开发利用提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　仪器
ＵＶｍｉｎｉ－１２４０紫外可见分光光度计，日本岛津生产；

ＫＱ３２００Ｂ型超声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司生产；
ＳＨＢ－ⅢＳ型循环水式多用真空泵，郑州长城科工贸易有限
公司生产；旋转蒸发仪，上海广英公司生产；１０２－１型恒温鼓
风干燥箱，永兴仪器有限公司生产。

１．２　材料
金钗石斛，购自平顶山张仲景大药房，药材干燥后粉碎过

８０目筛，贮存备用；芸香苷标准品，北京中科质检技术有限公
司生产；ＤＰＰＨ（１，１－ｄｉｐｈｅｎｙｌ－２－ｐｉｃｒｙｌｈｙｄｒａｚｙｌｒａｄｉｃａｌ），西
格玛奥德里奇（上海）贸易有限公司生产；ＡＢＴＳ自由基［２，
２′－ａｚｉｎｏｂｉｓ－（３－ｅｔｈｙｌｂｅｎｚｔｈｉａｚｏｌｉｎｅ－６－ｓｕｌｐｈｏｎａｔｅ）］，上海
金穗生物科技有限公司生产；羟自由基试剂盒，南京建成生物

工程研究所生产；维生素 Ｃ标准品，北京中科质检技术有限
公司生产；其他试剂均为国产分析纯。

１．３　测定方法
１．３．１　金钗石斛总黄酮的提取与测定　准确量取２．０ｇ乙
醇作为溶剂，在一定温度下利用超声波处理一定时间，趁热抽

滤，用相应的提取溶剂补足损失，作为待测液。精确量取

１．０ｍＬ待测液于１０ｍＬ的比色管中，按标准曲线的测定方法
测定待测液的吸光度，计算黄酮含量。公式如下：

总黄酮提取量（ｍｇ／ｇ）＝Ｃ×Ｖ×Ｎｍ 。

式中：Ｃ为待测液中的黄酮浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ为黄酮提取液体
积，ｍＬ；Ｎ为待测液的稀释倍数；ｍ为金钗石斛样品干质量，
取２．０ｇ。
１．３．２　标准曲线的绘制　精确称取芸香苷对照品２０．０ｍｇ，
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置于１００ｍＬ容量瓶中，用９５％乙醇溶解，再用５０％乙醇稀释
至１００ｍＬ，得０．２ｍｇ／ｍＬ芸香苷对照品溶液，分别量取 ０、
１０、２．０、３．０、４．０、５．０ｍＬ芸香苷对照品溶液于６个１０ｍＬ
比色管中，分别加入 ５０％乙醇溶液使之成 ５ｍＬ，加入 ５％
ＮａＮＯ２溶液０．３ｍＬ，摇匀后放置６ｍｉｎ，加入１０％ Ａｌ（ＮＯ３）３
溶液０．３ｍＬ，摇匀，放置６ｍｉｎ，再加入１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液
４ｍＬ，分别用５０％乙醇稀释至１０ｍＬ，摇匀后放置 １５ｍｉｎ，用
不加芸香苷对照品溶液的第１支管作空白，用紫外可见分光
光度计在５１０ｎｍ处测其吸光度，以吸光度为纵坐标、芸香苷
浓度为横坐标，绘制标准曲线［１３］，得 ｙ＝１３．１２ｘ＋０．０４２６，
ｒ２＝０．９９９９。结果表明，芸香苷在浓度 ０．０２～０．１０ｍｇ／ｍＬ
范围内与吸光度具有良好的线性关系。

１．４　试验方法
１．４．１　精密度、重复性、稳定性与精确度试验　精确量取供
试品溶液１ｍＬ，按“１．３．２”节中的测定方法操作，测定吸光
度，连续测６次，吸光度的 ＲＳＤ＝１．０３％，说明仪器精密度较
好。将供试品溶液分别放置０、２、４、８、１２、２４ｈ后，测定总黄
酮含量，结果显示其 ＲＳＤ＝３．１３％（ｎ＝６），说明供试品溶液
在２４ｈ内的稳定性较好。按“１．３．１”节中总黄酮的提取方法
平行制备６份样品，按“１．３．２”节的测定方法操作，测定吸光
度，结果吸光度的ＲＳＤ＝２．４２％，表明该测定方法的重复性良
好。精确称取６份已知含量的样品粉末２．０ｇ，分别加入一定
量的芸香苷对照品溶液（０．２ｍｇ／ｍＬ），按“１．３．１”节总黄酮
的提取方法制成待测液，再按“１．３．２”节的方法测定吸光度，
计算含量及回收率，其平均回收率为９２．５％（ＲＳＤ＝３．６０％，
ｎ＝６），表明该方法准确度良好。
１．４．２　金钗石斛总黄酮单因素试验提取工艺优化　以超声
法提取金钗石斛总黄酮，考察料液比、提取温度、提取时间、乙

醇体积分数对金钗石斛黄酮提取的影响。

２　结果与分析

２．１　单因素对金钗石斛黄酮提取量的影响
２．１．１　料液比对黄酮提取量的影响　准确称取金钗石斛粉
末２．０ｇ，以体积分数为６０％乙醇、温度为５５℃条件下浸提
３０ｍｉｎ，考察 １ｇ∶１０ｍＬ、１ｇ∶２０ｍＬ、１ｇ∶３０ｍＬ、
１ｇ∶４０ｍＬ、１ｇ∶５０ｍＬ５种不同料液比条件下对黄酮提取量
的影响。从图１－Ａ可以看出，金钗石斛黄酮提取量随溶剂
的增加呈先增大后降低的趋势，料液比在１ｇ∶２０ｍＬ时，黄
酮提取率达到最大值，之后随溶剂的增加而呈现平缓下降趋

势。原因可能是料液比在１ｇ∶２０ｍＬ时，溶剂中黄酮的溶解
度已经趋于饱和，即使继续增加溶剂用量，黄酮提取量也没有

显著提高，故选最佳料液比为１ｇ∶２０ｍＬ。
２．１．２　温度对黄酮提取量的影响　准确称取金钗石斛粉末
２．０ｇ，以体积分数６０％乙醇、料液比１ｇ∶２０ｍＬ浸提３０ｍｉｎ，
考察４５、５５、６５、７５、８５℃５种不同温度条件下对黄酮酚提取
量的影响。从图１－Ｂ可以看出，在温度未达到６５℃时，黄酮
提取量随温度升高不断升高；温度超过６５℃后，黄酮提取量
随温度升高反而下降。这可能是由于温度小于６５℃时，物料
的黏滞度减小，黄酮物质很容易溶解析出，黄酮提取量随温度

升高而增大，至６５℃时达到最高，而温度超过６５℃时，较高
的温度可能会破坏黄酮结构造成其提取量下降，故而选择提

取温度为６５℃左右较为合理。
２．１．３　提取时间对黄酮提取量的影响　精确称取金钗石斛
粉末２．０ｇ，在体积分数６０％乙醇、料液比１ｇ∶２０ｍＬ、温度
５５℃条件下考察１０、２０、３０、４０、５０ｍｉｎ５种不同提取时间对
黄酮酚提取量的影响。从图１－Ｃ可以看出，黄酮提取量随
着时间延长反而呈现逐渐下降趋势，在提取时间为 １０ｍｉｎ
时，黄酮提取量最高；提取２０～３０ｍｉｎ，黄酮提取量下降较快，
在３０～５０ｍｉｎ时基本保持不变。１０ｍｉｎ时黄酮提取量最高
且节约时间，故而选取提取时间为１０ｍｉｎ左右。
２．１．４　乙醇体积分数对黄酮提取量的影响　准确称取金钗
石斛粉末２．０ｇ，在料液比１ｇ∶２０ｍＬ、温度５５℃条件下浸提
３０ｍｉｎ，考察５０、６０、７０、８０、９０％ ５种不同乙醇体积分数下对
黄酮酚提取量的影响。从图１－Ｄ可知，黄酮提取量随乙醇
体积分数的增加呈现先升高再降低的趋势，在乙醇体积分数

达到８０％时达到最大。这可能是因为随着乙醇体积分数的
增加，材料细胞的溶胀增强，促进提取试剂有效地向细胞内渗

透，从而增加提取率［１４］。另外可能是由于金钗石斛黄酮类化

合物的结构较为复杂，随着乙醇体积分数的提高，与醇类极性

相似的黄酮类物质析出更多，溶剂极性过大或过小对总酚提

取均有一定影响。从本试验结果来看，当乙醇体积分数为

８０％时，黄酮提取量达最大值，故选取乙醇体积分数为８０％
左右。

２．２　金钗石斛总黄酮提取响应面试验设计及优化
２．２．１　响应面试验设计　根据单因素试验结果，由Ｄｅｓｉｇｎ－
Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６统计分析软件设计出试验方案，以金钗石斛黄
酮提取量为响应值，以料液比（Ｘ１）、提取温度（Ｘ２）、乙醇体积
分数（Ｘ３）为自变量，建立４因素３水平中心组合试验设计共
包括１７个试验方案，其中 １２个析因试验点、５个中心试验
点，用以计算试验误差。因素水平分析选取见表１，试验设计
及结果见表２。
２．２．２　回归方程拟合及方差分析　应用 Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ
８０．６对表２中的数据进行二次多元回归拟合，得到料液比
Ｘ１、提取温度Ｘ２、乙醇体积分数Ｘ３与金钗石斛总黄酮含量之
间的二次多项回归方程为：Ｙ＝０．５１＋０．０２２Ｘ１＋０．０２７Ｘ２＋
０．０２９Ｘ３－０．０４５Ｘ

２
１ －０．０２４Ｘ

２
２ －０．０４３Ｘ

２
３ －０．０２８Ｘ１Ｘ２ －

００３６Ｘ１Ｘ３＋０．０４１Ｘ２Ｘ３，Ｒ
２＝０．９９５６，Ｒ２Ａｄｊ＝０９９００，由方差

分析可知回归方程模型极显著（Ｐ＜０．０００１），说明该模型与
实际拟合良好，试验方法可靠，失拟项Ｐ值为０．０７４８＞０．０５，
不显著，说明所得方程与实际拟合中非正常误差所占比例小，

可以用该回归方程代谢试验真实点对试验结果进行分析。结

果表明，料液比（Ｘ１）、提取温度（Ｘ２）、乙醇体积分数（Ｘ３）对
总黄酮提取量的工艺影响极显著；二次项料液比、提取温度、

乙醇体积分数对总黄酮提取量的曲面效应均极显著；比较各

因子间料液比与乙醇体积分数交互项、提取温度与乙醇体积

分数交互项对响应值影响显著，各因素对响应值显著性的排

序为Ｘ３＞Ｘ２＞Ｘ１。
２．２．３　各因素的交互作用　将其中１个因素固定在０水平，
经软件Ｄｅｓｉｇｎ－Ｅｘｐｅｒｔ８．０．６获得其他２个因素交互作用和
对金钗石斛黄酮量的影响。“３Ｄ”图坡度越大越陡峭，说明二
者交互最有越强；等高线的想着趋向于椭圆且椭圆轴线与坐

标轴的角度越大，交互作用越明显。由图２可知，响应面坡度
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表１　响应面法试验因素水平编码

水平
Ｘ１（料液比，
ｇ／ｍＬ）

Ｘ２（提取
温度，℃）

Ｘ３（乙醇
体积分数，％）

－１　 １∶１０ ５５ ７０
０ １∶２０ ６５ ８０
１ １∶３０ ７５ ９０

表２　中心试验设计及试验结果

试验号 Ｘ１ Ｘ２ Ｘ３
提取量

（ｍｇ／ｇ）

１ －１ －１ ０ ０．３７１
２ １ －１ ０ ０．４６２
３ －１ １ ０ ０．４８１
４ １ １ ０ ０．４６０
５ －１ ０ －１ ０．３３３
６ １ ０ －１ ０．４５８
７ －１ ０ １ ０．４６２
８ １ ０ １ ０．４４５
９ ０ －１ －１ ０．４３０
１０ ０ １ －１ ０．４０３
１１ ０ －１ １ ０．４０７
１２ ０ １ １ ０．５４２
１３ ０ ０ ０ ０．５１５
１４ ０ ０ ０ ０．５０８
１５ ０ ０ ０ ０．５１４
１６ ０ ０ ０ ０．５１６
１７ ０ ０ ０ ０．５１０

陡峭，等高线呈椭圆，说明料液比（Ｘ１）和乙醇体积分数（Ｘ３）
对黄酮提取率的影响均较大。由响应面的等高线图２可知，
料液比１ｇ∶２０ｍＬ～１ｇ∶３０ｍＬ、乙醇体积分数８０％ ～９０％
的范围内黄酮提取量较高。料液比（Ｘ１）和乙醇体积分数
（Ｘ３）交互作用显著，可能是因为料液比会影响溶质分子质量
浓度，因而对金钗石斛黄酮的提取量产生交互影响。不同因

素对金钗石斛黄酮提取量的影响非简单的线性关系。

由回归方程优化得出因素水平的最优组合，并将各因素

水平转换为实际值，得到金钗石斛黄酮提取的最佳工艺参数

为：料液比１ｇ∶１５．４３ｍＬ、提取温度７５℃，乙醇体积分数为
８９．９６％。考虑到实际操作可行性，将最佳提取工艺优化为：
料液比１ｇ∶１５ｍＬ，提取温度７５℃，乙醇体积分数为９０％。
２．２．４　验证试验　根据修正的最佳工艺条件，进行６次重复
试验，测得金钗石斛中总黄酮的提取量为 ０．５５１５ｍｇ／ｇ
（ＲＳＤ＝１．２４％，ｎ＝６），与预测的黄酮提取量０．５５１４ｍｇ／ｇ较
为接近，表明运用响应面法设计优化得到的模型参数准确

可靠。

２．３　抗氧化性试验
２．３．１　ＡＢＴＳ自由基清除活性　将维生素 Ｃ标准品配制成
浓度为３０００．００、１５００．００、７５０．００、３７５．００、１８７．５０、９３．７５、
４６．８７５μｇ／ｍＬ的样品液。分别取维生素 Ｃ及各样品液
０．１ｍＬ，加入 １ｍＬＡＢＴＳ溶液，充分混合，室温避光放置
２０ｍｉｎ，用紫外分光光度计在７３４ｎｍ处测定吸光度。超纯水
为空白对照用，重复３次［１５－１６］。按下式计算清除率：

清除率＝
Ｄ空白对照 －Ｄ样品
Ｄ空白对照

×１００％（Ｄ为吸光度）。
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表３　回归模型的方差分析

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
模型 ０．０５２ ９ ５．７８５×１０－３ １７７．８４ ＜０．０００１
Ｘ１ ３．９６１×１０－３ １ ３．９６１×１０－３ １２１．７５ ＜０．０００１
Ｘ２ ５．８３２×１０－３ １ ５．８３２×１０－３ １７９．２９ ＜０．０００１
Ｘ３ ６．７２８×１０－３ １ ６．７２８×１０－３ ２０６．８３ ＜０．０００１
Ｘ２１ ８．５４５×１０－３ １ ８．５４５×１０－３ ２６２．７０ ＜０．０００１
Ｘ２２ ２．４３５×１０－３ １ ２．４３５×１０－３ ７４．８７ ＜０．０００１
Ｘ２３ ７．８０３×１０－３ １ ７．８０３×１０－３ ２３９．８９ ＜０．０００１
Ｘ１Ｘ２ ３．１３６×１０－３ １ ３．１３６×１０－３ ９６．４１ ＜０．０００１

Ｘ１Ｘ３ ５．０４１×１０－３ １ ５．０４１×１０－３ １５４．９７ ＜０．０００１

Ｘ２Ｘ３ ６．５６１×１０－３ １ ６．５６１×１０－３ ２０１．７０ ＜０．０００１

残差 ２．２７７×１０－４ ７ ３．２５３×１０－５

失拟项 １．８０５×１０－４ ３ ６．０１７×１０－５ ５．１０ ０．０７４８
误差 ４．７２０×１０－５ ４ １．１８０×１０－５

总变异 ０．０５２ １６

　　注：、表示在０．０５、０．０１水平上显著、极显著。

　　样品和维生素Ｃ对ＡＢＴＳ自由基的清除能力见图３－Ａ，
结果表明，样品对 ＡＢＴＳ自由基的清除能力呈现一定的浓度
依赖性，当浓度达到１５００μｇ／ｍＬ的时候，金钗石斛黄酮对
ＡＢＴＳ自由基的清除能力接近于维生素 Ｃ，在更高浓度时
（２０００～３５００μｇ／ｍＬ），其清除能力达１００％。表明金钗石
斛黄酮对ＡＢＴＳ自由基有良好的清除能力。通过 ＳＰＳＳ软件
计算维生素 Ｃ和金钗石斛的 ＩＣ５０值分别为 ３４３．５６、
６８４．８９μｇ／ｍＬ，表明金钗石斛黄酮对 ＡＢＴＳ自由基的清除能
力仍低于维生素Ｃ。
２．３．２　ＤＰＰＨ自由基清除活性　将维生素 Ｃ标准品及金钗
石斛黄酮提取液配制成浓度为３０００．００、１５００．００、７５０．００、
３７５．００、１８７．５０、９３．７５、４６．８７５μｇ／ｍＬ的样品液。分别取维
生素 Ｃ及各样品液 ０．３ｍＬ，加入 ０．９ｍＬＤＰＰＨ甲醇溶液
（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ），室温暗反应 ３０ｍｉｎ，用紫外分光光度计在
５１７ｎｍ处测定吸光度［１７－１８］。空白对照用超纯水代替样品

液，重复３次。按下式计算：

清除率＝
Ｄ空白对照 －Ｄ样品
Ｄ空白对照

×１００％（Ｄ为吸光度）。

　　样品和维生素Ｃ对ＤＰＰＨ自由基的清除能力见图３－Ｂ，
结果表明，样品对ＤＰＰＨ自由基的清除能力与其浓度呈正相
关，在０～７５０μｇ／ｍＬ浓度范围内，随着黄酮浓度的增加，对
ＤＰＰＨ自 由 基 的 清 除 能 力 显 著 增 强。当 浓 度 达 到
１０００μｇ／ｍＬ时，金钗石斛黄酮对 ＤＰＰＨ自由基的清除能力
接近最大值，约９０％。表明金钗石斛黄酮对 ＤＰＰＨ自由基有
良好的清除能力。但通过ＳＰＳＳ软件计算维生素 Ｃ和金钗石
斛的ＩＣ５０值分别为１３９．２３、４２５．３４μｇ／ｍＬ，表明金钗石斛黄
酮对ＤＰＰＨ自由基的清除能力仍低于维生素Ｃ。
２．３．３　清除羟自由基活性　将维生素 Ｃ标准品及金钗石斛
黄酮提取物配制成浓度为 ３０００．００、１５００．００、７５０．００、
３７５００、１８７．５０、９３．７５、４６．８７５μｇ／ｍＬ的样品液。采用羟自
由基试剂盒检测，用紫外分光光度计在５５０ｎｍ处测定吸光
度。空白对照用超纯水代替样品液，重复３次。计算清除率：

—７９１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２４期



清除率＝ １－
Ｄ样品 －Ｄ空白对照
Ｄ( )
空白对照

×１００％（Ｄ为吸光度）。

　　样品和维生素Ｃ对羟自由基的清除能力如图３－Ｃ，结果
表明，维生素Ｃ对羟自由基有很好的清除能力，且与其浓度
呈正相关，随着维生素 Ｃ浓度的增加，对羟自由基的清除能
力显著增强。金钗石斛黄酮对羟自由基的清除能力也呈现一

定程度的浓度依赖性，但其羟自由基清除能力低于阳性对照

的维生素Ｃ，在高浓度４０００μｇ／ｍＬ时，其清除率为５１．８％，
表明金钗石斛黄酮具有一定的清除能力。通过 ＳＰＳＳ软件计
算维 生 素 Ｃ和 金 钗 石 斛 的 ＩＣ５０值 分 别 为 ４３８．４６、
１０４６．４３μｇ／ｍＬ，表明金钗石斛黄酮对羟自由基的清除能力
较对ＡＢＴＳ和ＤＰＰＨ这２种自由基的清除能力弱。

２．４　金钗石斛黄酮对间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，
ＭＳＣ）的保护作用

将第３代的 ＭＳＣ细胞接种９６孔板，细胞浓度为１．５×
１０５ｍＬ，每孔加入１００μＬ细胞液，边缘孔加无均水保湿，５％
ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ，换液，每孔加入含不同浓度药物（１０、
２０、４０、８０、１６０、３２０μｇ／ｍＬ）的完全培养液１００μＬ，每浓度设
置５个复孔，空白组和Ｈ２Ｏ２组加入１００μＬ完全培养液，培养
箱继续培养２４ｈ，避光条件，每孔加入６ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２１０μＬ，
空白组不加Ｈ２Ｏ２，培养２ｈ后取出，每孔加２０μＬ细胞计数试
剂盒－８（ＣＣＫ－８），继续培养２ｈ，与４９０ｎｍ处酶标仪测定各
孔吸光度。试验结果表明，在Ｈ２Ｏ２能够明显引起ＭＳＣ的伤，
与空白组相比具有显著差异（Ｐ＜０．００１）。与 Ｈ２Ｏ２比较，除
１０μｇ／ｍＬ浓度组外，金钗石斛黄酮均能不同程度地保护ＭＳＣ
免受Ｈ２Ｏ２的损伤，黄酮浓度２０μｇ／ｍＬ时开始有保护作用，
到８０μｇ／ｍＬ时保护作用最强，活性达到正常细胞的８０％，损
伤保护作用结果见图４。

３　讨论与结论

采用响应面法对金钗石斛黄酮的提取条件进行优化，建

立了黄酮提取量的回归模型，由该模型优化的黄酮提取条件

为提取时间１０ｍｉｎ、料液比１ｇ∶１５ｍＬ，提取温度７５℃，乙醇
体积分数为９０％。根据修正的最佳工艺条件，进行６次重复
试验，测得黄酮提取量的均值为（０．５５１５±０．０００４）ｍｇ／ｇ，
与模型预测值相符，进一步验证了该模型的可靠性。抗氧化

活性试验表明，金钗石斛黄酮对 ＡＢＴＳ自由基、ＤＰＰＨ自由基
的清除作用明显，对羟自由基有一定的清除能力。金钗石斛

黄酮清除 ＡＢＴＳ自由基、ＤＰＰＨ自由基的 ＩＣ５０值分别为
６８４８９、４２５．３４μｇ／ｍＬ，说明金钗石斛黄酮具有较好的抗氧
化活性，在天然抗氧化剂等领域具有较好的开发潜力。
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姜油树脂对鲜榨苹果汁的抗菌作用

孙　静，方　涛，张秀云
（莱芜职业技术学院，山东莱芜２７１１９９）

　　摘要：为防止鲜榨苹果汁受微生物污染而腐败变质，研究姜油树脂处理鲜榨苹果汁在贮藏期的ｐＨ值、滴定酸度、
抗坏血酸含量、还原糖含量、多酚含量、微生物数量和感官特性，进而确定姜油树脂处理后鲜榨苹果汁的生物安全性。

结果表明，与对照相比，冷藏温度（４℃）下贮藏３５ｄ，苹果汁质量稳定，抗坏血酸、多酚含量等变化不明显，菌落总数明
显降低，证明姜油树脂用于鲜榨苹果汁抗菌效果好，是有效的生物防腐剂。
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　　鲜榨苹果汁富含人体所需要的维生素、矿物质、蛋白质以
及可溶性、不溶性纤维等多种营养物质，广受人们喜爱［１］。

但苹果汁榨取几个小时后会由于大量致病微生物的存在和高

的酶活性而变质，保质期短，破坏了果汁的感官和营养品质。

传统的加热杀菌虽然可以杀灭鲜榨果蔬汁中的微生物，但不

可避免地会破坏其风味，降低营养价值［２］。

姜油树脂是用有机溶剂从生姜中萃取得到的具有芳香味

的棕红色黏稠液体，具有特定的姜味和辛辣味，包含了生姜中

几乎全部的香味和口味成分［３］。研究表明，姜油树脂具有较

强的抗氧化和抗菌作用，且无毒副作用，是国内外允许使用的

重要天然食用色素之一，被广泛地应用于鲜肉、油脂、饮料等

各类食品的贮藏和保鲜［４－８］。

本研究将具有抗菌、抗氧化作用的姜油树脂应用于苹果

汁中，研究姜油树脂对苹果汁的抗菌效果，并对抗菌效果进行

评价，以期实现苹果汁饮料的保鲜，增加苹果汁的风味与

营养。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器
新鲜苹果、生姜均从当地市场采购。３，５－二硝基水杨酸

（ＤＮＳ）试剂（青岛捷世康生物科技有限公司生产），平板计数
琼脂培养基（北京奥博星生物技术有限责任公司生产），

ＵＶ－２１０２ＰＣ紫外可见分光光度计［尤尼柯（上海）仪器有限
公司生产］，ＦＡ１００４电子分析天平（上海舜宇恒平科学仪器
有限公司生产），ｐＨ酸度计（上海越平科学仪器有限公司生
产），双人单面净化工作台、ｓｐｘ－１５０Ｂ生化培养箱（上海博讯
实业有限公司医疗设备厂生产），ＸＦＨ－３０ＣＡ电热压力蒸汽
灭菌器（浙江新丰医疗器械有限公司生产），九阳榨汁机（九

阳股份有限公司生产生产）等。

１．２　试验方法
１．２．１　姜油树脂制备　参照文献［９－１０］中的亚临界流体
丁烷萃取方法萃取得到姜油树脂，采用乙醇进行溶解，并于

４℃ 下保存２４ｈ后过滤，滤液通过蒸发得到姜油树脂净油。
１．２．２　苹果汁的制备　选择成熟度适中，形态良好，无病虫
害的苹果果实，用自来水冲洗２～３遍，再用蒸馏水冲洗２～３
遍，切块，去柄，放入榨汁机中榨汁，用无菌布过滤。将溶于乙

醇的不同浓度的姜油树脂加入到１０ｍＬ新鲜苹果汁中，进行
优化研究，处理后的样品含有０．０５％姜油树脂，于冷藏温度
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