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　　摘要：以南苜蓿为原料，通过复合酶解协同乙醇法提取其叶片中的总黄酮。采用响应面分析法优化其最佳提取工
艺，进一步考察南苜蓿叶总黄酮对大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）和金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）的抑制性能，再
通过对羟基自由基的清除能力、ＤＰＰＨ自由基的清除能力测定其抗氧化性能。结果表明最佳提取工艺为：复合酶用量
３０％，酶解时间１５．７ｍｉｎ，酶解温度３９．０℃。在此条件下，南苜蓿叶总黄酮得率达到（１．９±０．３）％。抑菌试验结果
表明，南苜蓿叶总黄酮对大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，简称 ＭＩＣ）为
０．１５ｍｇ／ｍＬ，对金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３ＭＩＣ为０．２０ｍｇ／ｍＬ。南苜蓿叶总黄酮对羟基自由基和ＤＰＰＨ均表现出
一定的清除能力，当样品浓度为１．０ｍｇ／ｍＬ时，清除率分别为５４．７５％、８８．４８％，对ＤＰＰＨ自由基、羟自由基半数抑制
浓度ＩＣ５０分别为０３６８、０．９４７ｍｇ／ｍＬ。
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　　南苜蓿是豆科苜蓿属的一二年生草本植物，别
称草头、金花菜，主要分布于我国江浙一带［１］。它

在我国有悠久的栽培历史，最早作为绿肥和饲料引

用栽培［２］。南苜蓿对生长环境要求不高，所以其产

量很大，而且生长快速。南苜蓿具有清热凉血、治

疗黄疸、降低胆固醇含量［３］等多种养生调理作用，

营养价值极高，其嫩芽中蛋白质含量在 ２８．５％以
上，富含１８种氨基酸以及丰富的维生素、矿物质、微
量元素等，具有高蛋白、高膳食纤维、低脂肪特征，

加之口感清爽、甘甜，广泛用于蔬菜食用［４］。

目前，针对南苜蓿的研究主要有３个方面：一是
种质资源评价与遗传多样性研究［５－６］；二是功能因

子生理活性研究［７－８］；三是化学成分提取鉴定。晏

小云等从南苜蓿乙醇提取物中发现以芹菜素为代

表的黄酮功能因子，但其生理作用机制尚不清楚，

研究相对不够深入［１］。本研究首次采用复合酶解

协同乙醇法提取南苜蓿叶（主要食用部位）中的总

黄酮，在单因素试验基础上，采用响应面分析法对

提取工艺进行优化，进一步分析其抗菌及抗氧化性

能，为苏南地区南苜蓿资源的综合开发利用奠定一

定的理论基础与试验数据支撑。

１　材料与方法

１．１　材料
主要试验材料有南苜蓿（常熟当地１０月产）、

芸香苷标准品、亚硝酸钠、硝酸铝、氢氧化钠、果胶

酶、纤维素酶、无水乙醇、１，１－二苯基 －２－三硝基
苯肼 （ＤＰＰＨ）、磷酸盐缓冲液、绿矾 （ＦｅＳＯ４·
７Ｈ２Ｏ）、邻二氮菲、三氯乙酸、三氯化铁、抗坏血酸，
均购于生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．２　仪器与设备
主要试验仪器有ＰＬ６０２Ｅ／０２型电子天平［梅特

勒－托利多仪器（上海）有限公司］、ＤＨＧ－９０３７Ａ
型恒温干燥箱（上海浦东荣丰科学仪器有限公司）、

ＨＨ－１１－２－Ｓ型水浴锅（上海新苗医疗器械制造
有限公司）、７２２－ＵＶ型紫外分光光度计（上海高致
精密仪器有限公司）、ＨＫ－２０Ｂ１０００ｇ型粉碎机（广
州市旭朗机械设备有限公司）、ＳＨＢ－ＩＩＡ型离心机
（临海市永昊真空设备有限公司）。

１．３　试验菌种
试验菌种主要有大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）

ＡＴＣＣ２５９２２、金 黄 色 葡 萄 球 菌 （Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ）ＡＴＣＣ２５９２３，菌种保藏于常熟理工学院生
物与食品工程学院发酵工程中心。
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１．４　培养基
ＬＢ培养基：１０ｇ胰蛋白胨，５ｇ酵母提取物，

１０ｇ氯化钠，１Ｌ蒸馏水，ｐＨ值为７．２～７．４。
１．５　试验方法
１．５．１　南苜蓿预处理　将南苜蓿叶置于７０℃烘箱
内干燥至恒质量，取出用粉碎机粉碎，过２０目筛网，
得到南苜蓿叶粉末，用袋子密封好放在通风干燥处

避光保藏，备用。

１．５．２　标准曲线的制备　参考余勇等的方法［８］制

作芸香苷标准曲线。以芸香苷浓度为横坐标、吸光

度为纵坐标，绘制出标准曲线。本试验中得到线性

回归方程为ｙ＝１２．５９５ｘ－０．００６８，ｒ２＝０．９９８７，表
明在一定范围内吸光度与浓度的线性关系良好。

１．５．３　南苜蓿叶总黄酮的提取　称取２．５ｇ干燥
后的南苜蓿叶粉末置于５０ｍＬ烧杯中，先加复合酶
液２５ｍＬ，放入一定温度的水浴锅中酶解一定时间，
之后转移至８０℃水浴锅中灭酶１０ｍｉｎ，取出后用乙
醇加至５０ｍＬ，再放入４０℃水浴锅中提取１０ｍｉｎ，
取出后用真空抽滤机抽滤，滤液即为含有南苜蓿总

黄酮的提取液。

１．５．４　南苜蓿叶总黄酮含量的测定　吸取０．５ｍＬ
南苜蓿叶总黄酮提取液置于 ２５ｍＬ比色管中，按
“１．５．２”节下方法测吸光度。根据芸香苷标准曲线
回归方程，计算南苜蓿叶总黄酮的含量，然后计算

得率。

总黄酮得率＝Ｃ×２５×５０×１００Ｖ×ｍ×１０００ ×１００％。

式中：Ｃ表示待测液总黄酮含量，ｍｇ／ｍＬ；Ｖ表示吸
取的提取液的体积，ｍＬ；ｍ表示提取用的样品质
量，ｇ。
１．５．５　单因素试验　选取复合酶添加量、酶解温
度、酶解时间等３个因素，考察各因素对南苜蓿叶总
黄酮得率的影响。在进行单因素试验时，固定复合

酶添加量为 １％、酶解温度为 ４０℃、酶解时间为
１０ｍｉｎ，分别改变所对应的设定因素，复合酶添加量
为１％、２％、３％、４％、５％；酶解温度为 ３０、３５、４０、
４５、５０℃；酶解时间为５、１０、１５、２０、２５ｍｉｎ。
１．５．６　响应面试验　根据前期的单因素试验结果
进行试验设计，然后进行响应面分析，确定最佳提

取工艺。试验因素水平及相关情况见表１。
１．５．７　抑菌活性测定　采用梯度稀释分析的方法
确定南苜蓿叶总黄酮对大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）［１１］。

表１　南苜蓿叶总黄酮提取工艺的Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ试验因素水平

水平
Ａ：复合酶添加量

（％）
Ｂ：酶解时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：酶解温度
（℃）

－１　 ２ １０ ３０

０ ２ １５ ４０

１ ４ ２０ ５０

　　在无菌操作条件下，将各浓度梯度的南苜蓿叶
总黄酮提取液各吸取 ２ｍＬ，分别置于不同培养皿
中，加入预先准备好的 ＬＢ培养基，充分混匀，凝固
后在平板中分别加入０．２ｍＬ大肠杆菌和金黄色葡
萄球菌的菌悬液，涂布均匀，以无菌水和５％苯甲酸
钠为阴性和阳性对照，将平板置于３７℃培养箱中培
养２４ｈ，每个浓度做平行试验３次。以不长菌的最
低浓度作为南苜蓿叶总黄酮的ＭＩＣ。
１．５．８　抗氧化活性的测定
１．５．８．１　对 ＤＰＰＨ·自由基清除能力的测定　将
提取得到的南苜蓿叶总黄酮溶液配成 ０．２、０．４、
０６、０．８、１．０ｍｇ／ｍＬ不同含量的样品溶液，参照Ｃａｉ
等的方法［１０］进行ＤＰＰＨ·自由基清除能力测定。
１．５．８．２　对羟基自由基清除能力的测定　将提取
得到的南苜蓿叶总黄酮溶液配成 ０．２、０．４、０．６、
０８、１．０ｍｇ／ｍＬ不同含量的样品溶液，参照许建本
等的方法［１１］进行羟基自由基清除能力的测定。

２　结果与分析

２．１　单因素试验
２．１．１　复合酶添加量的影响　在本试验中，复合酶
质量之比为１ｇ∶１ｇ，由图１可知，当增加复合酶使
用量时，南苜蓿叶总黄酮得率逐渐上升；当在复合

酶添加量为 ３％时，南苜蓿叶总黄酮得率最高，为
１４９％；但随着复合酶添加量增加，得率没有持续升
高反而出现了下降，这可能是因为酶添加量过多，

此时底物完全被酶包围，植物细胞壁中的纤维素和

果胶在酶的作用下产生的水解产物对黄酮类物质

的吸附性较强［１２］，所以复合酶添加量过多反而会使

南苜蓿叶总黄酮得率降低。

２．１．２　复合酶酶解温度的影响　由图２可知，当温
度小于４０℃时，随着温度的升高，南苜蓿叶总黄酮
得率增大，是因为温度升高，分子运动速度加快，使

得细胞内成分更容易溶出［１３］；当温度大于４０℃时，
随温度升高，南苜蓿叶总黄酮得率减小，这是因为

酶本质上是蛋白质，酶蛋白会因为温度升高而变性
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失活，因而浸提效果变差［１４］。

２．１．３　复合酶酶解时间的影响　由图３可知，总黄
酮得率在酶解时间为１５ｍｉｎ时最佳，达到１．４５％，
在酶解时间为 ５～１５ｍｉｎ内，南苜蓿叶总黄酮得率
随着酶解时间的延长而变高；之后随着酶解时间进

一步延长，得率有下降趋势。

２．２　响应面分析法优化南苜蓿叶总黄酮提取工艺
２．２．１　回归模型的建立及方差分析　通过对各试
验点的响应值进行回归分析，得到总黄酮得率（ｙ）
回归模型方程为：ｙ＝１．９９＋０．００３７５Ａ＋０．０４５Ｂ－
０．０６１Ｃ－００７８ＡＢ＋０．００１ＡＣ－０．０１３ＢＣ－０．２Ａ２－
０．１７Ｂ２－０．３１Ｃ２。南苜蓿叶总黄酮提取工艺的响应
面分析结果和回归方程方差结果分析见表２、表３。

表２　南苜蓿叶总黄酮提取工艺的响应面试验设计与结果

试验号
Ａ：复合酶添加量

（％）
Ｂ：酶解时间
（ｍｉｎ）

Ｃ：酶解温度
（℃）

得率

（％）

１ ３ １５ ４０ ２．０７

２ ３ １５ ４０ １．９７

３ ３ １０ ５０ １．４２

４ ２ １５ ５０ １．３７

５ ３ １０ ３０ １．５１

６ ３ １５ ４０ ２．０６

７ ３ ２０ ５０ １．４８

８ ３ ２０ ３０ １．６２

９ ４ ２０ ４０ １．５７

１０ ３ １５ ４０ １．９６

１１ ４ １５ ３０ １．５６

１２ ２ ２０ ４０ １．７７

１３ ２ １０ ４０ １．５２

１４ ２ １５ ３０ １．５２

１５ ３ １５ ４０ １．８９

１６ ４ １０ ４０ １．６３

１７ ４ １５ ５０ １．４５

表３　南苜蓿叶总黄酮提取工艺的方差分析

来源 平方和 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值

模型　 ０．８５０ ９ ０．０９４ ２３．３８０ ０．０００２

Ａ １．１２５×１０－４ １ １．１２５×１０－４ ０．０２８ ０．８７２２

Ｂ ０．０１６ １ ０．０１６ ４．０１０ ０．０８５３

Ｃ ０．０３０ １ ０．０３０ ７．４３０ ０．０２９５

ＡＢ ０．０２４ １ ０．０２４ ５．９５０ ０．０４４８

ＡＣ ４×１０－４ １ ４×１０－４ ０．０９９ ０．７６２２

ＢＣ ６．２５×１０－４ １ ６．２５×１０－４ ０．１５０ ０．７０５８

Ａ２ ０．１７０ １ ０．１７０ ４１．７００ ０．０００３

Ｂ２ ０．１２０ １ ０．１２０ ２９．２５０ ０．００１０

Ｃ２ ０．４２０ １ ０．４２０ １０３．４３０＜０．０００１

残差　 ０．０２８ ７ ４．０３９×１０－３

失拟项 ５．６７５×１０－３ ３ １．８９２×１０－３ ０．３３ ０．８０２３

纯误差 ０．０２３ ４ ５．６５０×１０－３

总和　 ０．８８０ １６

　　由表３可知，该模型 Ｐ值 ＝０．０００２＜０．０１，属
于差异极显著模型；而失拟项的 Ｐ值为０．８０２３＞
００５，差异不显著，说明该模型能够预测试验结果的
分析；模型的确定系数 Ｒ２值为 ０．９６７８，Ｒ２ａｄｊ为
０９２６４，说明该试验所建立的模型拟合良好。

由３个影响因素的 Ｆ值大小可以得出，各因素
对南苜蓿叶总黄酮得率的影响大小分别为酶解温

度＞酶解时间 ＞复合酶添加量。模型中因素一次
项酶解温度（Ｃ）对南苜蓿叶总黄酮得率有显著影
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响，二次项Ａ２、Ｂ２、Ｃ２对南苜蓿叶总黄酮得率有极显
著影响，交互项中的复合酶添加量（Ａ）与酶解时间
（Ｂ）对南苜蓿叶总黄酮得率影响显著，其余项均不
显著。说明各因素对南苜蓿叶黄酮得率的影响并

不是简单的线性关系，而是存在一定的交互作用。

２．２．２　交互作用分析　根据响应面回归方程与方
差分析、试验模型，建立响应面试验３Ｄ结构模型图
和等高线图，结果见图４至图６。

　　由图４至图６可知，两两因素的交互作用对南
苜蓿叶总黄酮得率影响作用的３Ｄ模型开口均是向
下的，即当２个因素水平均提高时，南苜蓿叶总黄酮
得率都升高；当达到一个最高值即峰值时，南苜蓿

叶总黄酮得率达到最大；当２个因素水平继续升高，
南苜蓿叶总黄酮得率则开始下降。通过 Ｄｅｓｉｇｎ

Ｅｘｐｅｒｔ８０６软件的计算可得最佳提取工艺方案
为：复合酶用量为３．０％，酶解时间为１５．７ｍｉｎ，酶
解温度为 ３９．０℃，此时的得率为１．９９％。
２．２．３　最佳提取方案验证试验　为验证响应面试
验模型的准确性与可靠性，根据上述响应面试验得

到的酶辅助乙醇提取南苜蓿叶总黄酮的最佳提取
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方案，设定考察因素水平为：复合酶添加量３．０％，
酶解时间１５．７ｍｉｎ，酶解温度３９．０℃，对南苜蓿叶
进行酶解辅助乙醇提取总黄酮化合物，得到南苜蓿

叶总黄酮得率为（１．９±０．３）％，与响应面试验结果
相符，说明此响应面模型得到的南苜蓿叶总黄酮提

取工艺在实践中同样可行。

２．３　抑菌活性的分析
由表４可知，南苜蓿总黄酮对大肠杆菌和金黄

色葡萄球菌均有抑制效果，按照最低抑菌浓度测试

方法标准进行分析，南苜蓿叶总黄酮对大肠杆菌的

最低抑菌浓度为０．１５ｍｇ／ｍＬ，南苜蓿叶黄酮对金黄
色葡萄球菌的最低抑菌浓度为０．２ｍｇ／ｍＬ。

表４　南苜蓿叶总黄酮的抑菌活性试验结果

供试菌
不同含量总黄酮的培养基中的菌落结果

０ｍｇ／ｍＬ ０．０５ｍｇ／ｍＬ ０．１０ｍｇ／ｍＬ ０．１５ｍｇ／ｍＬ ０．２０ｍｇ／ｍＬ ０．２５ｍｇ／ｍＬ ０．３０ｍｇ／ｍＬ
５％苯甲酸钠培养基
中的菌落结果

大肠杆菌 ＋＋ ＋＋ ＋ － － － － －

金黄色葡萄球菌 ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － － －

　　注：“＋＋”表示培养基表面菌落生长旺盛；＋表示培养基表面有菌落产生；－表示培养基表面无菌落产生。

２．４　南苜蓿叶总黄酮抗氧化活性的测定
２．４．１　对ＤＰＰＨ·自由基清除能力的测定　由图７
可以看出，在０．２～１．０ｍｇ／ｍＬ的质量浓度范围内，
南苜蓿叶总黄酮的浓度与 ＤＰＰＨ·的清除率成正
比，即越高清除率越强。根据Ｅｘｃｅｌ２０１０软件分析，
南苜蓿叶总黄酮对ＤＰＰＨ自由基的半数清除率 ＩＣ５０
为０．３６８ｍｇ／ｍＬ，维生素 Ｃ对 ＤＰＰＨ自由基的半数
清除率ＩＣ５０为０．１０８ｍｇ／ｍＬ。

２．４．２　对羟自由基清除能力的测定　由图８可知，
质量浓度范围在０．２～１．０ｍｇ／ｍＬ时，南苜蓿叶总
黄酮清除羟基自由基的能力随着浓度的增加而增

加，但最大值不超过６０％；而维生素 Ｃ对于羟基自
由基的清除能力基本维持在７０～９０％之间。根据
Ｅｘｃｅｌ２０１０软件分析，南苜蓿叶总黄酮对羟自由基
的ＩＣ５０为 ０．９４７ｍｇ／ｍＬ，维生素 Ｃ对羟自由基的
ＩＣ５０为０．０４９ｍｇ／ｍＬ。抗氧化试验结果表明，南苜蓿
叶总黄酮对羟基自由基和ＤＰＰＨ·均表现出一定的

清除能力，但效果不如维生素Ｃ。

３　结论与讨论

以常熟本地产的南苜蓿叶为原料，首次采用复

合酶酶解协同乙醇法提取其中的总黄酮，在单因素

试验的基础之上，采用响应面分析法对总黄酮提取

工艺进行优化，并对南苜蓿叶总黄酮的抗氧化活性

及抑菌作用进行初步探索，为系统、合理、全面地开

发南苜蓿资源建立科学依据。试验结果表明，南苜

蓿叶总黄酮的最佳提取工艺方案：复合酶添加量为

３．０％，酶解时间为１５．７ｍｉｎ，酶解温度为３９．０℃，
在此工艺条件下，南苜蓿叶黄酮得率达到（１．９±
０３）％。抑菌试验结果发现，南苜蓿叶总黄酮对大
肠杆菌和金黄色葡萄球菌等２种菌均有明显的抑制
作用，对大肠杆菌的ＭＩＣ为０．１５ｍｇ／ｍＬ，对金黄色
葡萄球菌的 ＭＩＣ为 ０．２ｍｇ／ｍＬ。体外抗氧化试验
结果表明，南苜蓿叶总黄酮对羟基自由基和 ＤＰＰＨ
均表现出一定的清除能力，但效果不如维生素Ｃ。
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［４］刘国志．金花菜种质资源评价及遗传多样性研究［Ｄ］．扬州：扬

州大学，２０１６．

［５］于林清．苜蓿种质资源系统评价与遗传多样性分析［Ｄ］．呼和

浩特：内蒙古农业大学，２００９．

［６］程　静，吴　涛，宋红萍，等．南苜蓿总皂苷对２型糖尿病大鼠胰

腺功能保护作用的研究［Ｊ］．中药药理与临床，２０１７，３３（４）：

５３－５６．　

［７］程　静，程仁丽，刘　忠，等．南苜蓿总皂苷对麻醉犬脑血流动力

学的影响［Ｊ］．中国医院药学杂志，２０１５，３５（１６）：１４７８－１４８１．

［８］余　勇，郭　磊，吴明晖，等．香榧假种皮总黄酮提取及抗氧化活

性研究［Ｊ］．食品工业，２０１４，３５（１２）：２３－２６．

［９］康宏玲，杨玉红，康宗利．昆仑雪菊总黄酮的提取及抑菌和抗氧

化分析［Ｊ］．食品科技，２０１８，４３（６）：２３６－２４１．

［１０］ＣａｉＨ，ＸｉｅＺＹ，ＬｉｕＧＨ，ｅｔａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ

ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｎａｔｕｒａｌａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓｆｒｏｍ Ｃａｌｌｉｃａｒｐａｋｗａｎｇｔｕｎｇｅｎｓｉｓ

Ｃｈｕｎ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１４，９（３）：１１３－１２０．

［１１］许建本，苏秀芳，莫耀芳．超声波辅助法提取假苹婆树叶总黄酮

及其清除羟自由基能力［Ｊ］．食品工业科技，２０１８，３９（２３）：

１９９－２０２，２０９．

［１２］王　晖，刘佳佳．银杏黄酮的酶法提取工艺研究［Ｊ］．林产化工

通讯，２００４，２６（１）：８８７－８８８．

［１３］李佩艳，王　锋，尹　飞，等．响应面法优化酶法提取红薯叶总

黄酮的工艺［Ｊ］．食品工业科技，２０１２，３３（１）：２７５－２７７，２８１．

［１４］ＫｏｎｇＫ Ｗ，ＩｓｍａｉｌＡ Ｒ，ＴａｎＳＴ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｆｏｒｔｈｅｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｏｆｐｈｅｎｏｌｉｃｓａｎｄｆｌａｖｏｎｏｉｄｓｆｒｏｍａ

ｐｉｎｋｇｕａｖａｐｕｒｅｅｉｎｄｕｓｔｒｉａｌｂｙ－ｐｒｏｄｕｃｔ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌ

ｏｆＦｏｏｄＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２０１０，４５（８）：１７３９－１７４５．
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