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摘 要:目的 优化白凤菜总黄酮的提取工艺,并研究白凤菜总黄酮的体外抑菌活性。方法 以70%乙醇溶液浸提,再

用200W超声波辅助,通过L9(33)正交试验研究白凤菜总黄酮的最佳提取工艺。采用纸片琼脂扩散法和二倍稀释法观

察白凤菜总黄酮对金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠杆菌、肺炎克雷白杆菌和铜绿假单胞菌的抑制作用。结果 总

黄酮提取的最佳工艺条件为:预浸泡时间12h、超声温度70℃、超声时间30min。此工艺下白凤菜干粉总黄酮的含量为

30.952mg/g。白凤菜总黄酮对金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠杆菌、肺炎克雷白杆菌、铜绿假单胞菌均有一定抑

菌作用;对表皮葡萄球菌和肺炎克雷白杆菌的最低抑菌浓度均为0.84mg/ml,对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和铜绿假单

胞菌的最低抑菌浓度均为0.42mg/ml。结论 白凤菜总黄酮含量高,且具有广谱的抗菌作用,值得进一步研究。
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  Abstract: Objective TooptimizetheextractionprocessoftotalflavonoidsfromGynuraformosanaKi-
tamandresearchonthebacteriostasisoftotalflavonoidsinvitro. Methods Theoptimalextractionprocess
fortotalflavonoidsfromGynuraformosanaKitambyL9(33)orthogonalexperimentwasperformedusing70%
ethanolassolventassistedby200Wultrasound.TheantimicrobialactivityoftotalflavonoidsofGynuraa-
gainstStaphylococcusaureus,Staphylococcusepidermidis,Escherichiacoli,Klebsiellapneumoniaeand
Pseudomonasaeruginosawasinvestigatedusingpaper-discagar-diffusionmethodanddoubledilutionmethod.
 Results Theoptimalconditionsofextractionprocesswerepre-soakingtimefor12hours,ultrasonictemper-
atureat70℃,ultrasonictimefor30minutes.Undertheseoptimalconditions,thecontentoftotalflavonoids
extractedfromdrypowderofGynuraformosanaKitamreachedto30.952mg/g.Thebacteriostasisresults
showedthatthetotalflavonoidsofGynuraformosanaKitamhadcertainbacteriostasisonStaphylococcusau-
reus,Staphylococcusepidermidis,Escherichiacoli,KlebsiellapneumoniaeandPseudomonasaeruginosa.
Theminimuminhibitoryconcentration(MIC)oftotalflavonoidswas0.84mg/mlagainstStaphylococcusepi-
dermidisandKlebsiellapneumoniae,andtheMICoftotalflavonoidswas0.42mg/mlagainstStaphylococcus
aureus,EscherichiacoliandPseudomonasaeruginosa. Conclusion GynuraformosanaKitamcontainsabun-
danttotalflavonoidsandhasbroad-spectrumantibacterialactivity,whichisworthyoffurtherstudy.
  Keywords: ultrasound;GynuraformosanaKitam;totalflavonoid;extractionprocess;antimicrobialac-

tivity;minimalinhibitoryconcentration
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  白凤菜(GynuraformosanaKitam)又名肝炎菜、
台湾土三七等,是一种台湾特产的菊科千里光族菊三

七属,多年生草本保健蔬菜。白凤菜生性强健,对栽培

土质要求不高,喜高温环境,适宜在20~30℃环境生

长,多见生长在低山和平原[1]。白凤菜定植40d后可

采收,此后每20d可采收1次。每次采收时,在茎基

部留2~3节,白凤菜可持续采收3~5年[2],为研究提

供可靠稳定的原材料。白凤菜具有药用和食用价值,
全草可入药,该属植物多含生物碱,黄酮,挥发性萜类

活性成分[1];其中黄酮类物质具有抗氧化、抗肿瘤、抗
菌、抗病毒、防治糖尿病、保护心血管和消化道等活

性[3-5]。本研究通过正交实验确定超声波辅助提取白

凤菜中总黄酮的最佳工艺条件;对提取的总黄酮产物

进行体外抑菌实验,以期为该资源的利用和开发提供

参考。

1 材料与仪器

1.1 试药 白凤菜(台湾引进种植),芦丁标准品

(ID:5HLV-QAMN,中国食品药品检定研究所),四环

素(C021,30μg/片,杭州滨和微生物试剂有限公司),
庆大霉素(C017,10μg/片,杭州滨和微生物试剂有限

公司),营养肉汤、营养琼脂和营养琼脂平板(北京陆桥

技术有限公司),所用化学试剂均为分析纯。

1.2 菌种 表皮葡萄球菌(Staphylococcusepider-
midis)、肺炎克雷白杆菌(Klebsiellapneumoniae)和
铜绿假单胞菌(Pseudomonasaeruginosa)来自漳州市

医院分离的致病菌株;金黄色葡萄球菌(Staphylococ-
cusaureus)和大肠杆菌(Escherichiacoli)来自广东环

凯标准菌株。

1.3 仪器 FA2204N万分一电子天平(上海菁海仪

器有限公司)、HY-04B高速粉碎机(北京环亚天元机

械技术有限公司)、电热恒温干燥箱(上海精宏实验设

备有限公司)、KQ5200E超声波仪(昆山市超声仪器有

限公司)、TDL80-2B台式离心机(上海安亭科学仪器

厂)、R系列旋转蒸发仪(上海申生科技有限公司)、

752N 紫 外 可 见 分 光 光 度 计 (上 海 精 科 )、

HH.B11.360-BS-II电热恒温培养箱(上海跃进医疗

器械有限公司)、SW-CJ-1B洁净工作台(苏州安泰空

气技术有限公司)。

2 试验方法

2.1 芦丁标准曲线绘制[6] 称取12.5mg芦丁标准

品于25ml容量瓶中,用60%乙醇溶解并定容作为标

准溶液。精确吸取芦丁标准液0ml、0.4ml、0.8ml、

1.2ml、1.6ml、2.0ml分别置于6支具塞10ml试管

中,各加入60%乙醇2.0ml、1.6ml、1.2ml、0.8ml、

0.4ml、0ml。每管加5%亚硝酸钠溶液0.5ml摇匀

后放置6min。然后每管加10%硝酸铝溶液0.5ml,

摇匀后放置6min。再加4%氢氧化钠溶液4.0ml,加

60%乙醇定容,摇匀后静置15min。在510nm处测

各管的吸光度。用芦丁标准液0ml管作为空白管,芦
丁含量的浓度作为横坐标,相应浓度下的吸光值为纵

坐标,做标准曲线。

2.2 L9(33)正交试验设计 在单因素实验的基础

上[6],筛选三个因素:预浸泡时间、超声温度、超声时间

进行L9(33)正交试验,获得白凤菜总黄酮粗液,根据

上述“2.1”中的显色方法即亚硝酸钠-硝酸铝-氢氧化

钠比色法使粗液显色,测定吸光值,计算白凤菜总黄酮

含量;确定白凤菜总黄酮的最佳提取工艺条件。

2.3 白凤菜总黄酮的提取及其含量的测定 将采集

的白凤菜茎和叶清洗,并于105℃烘干;粉碎成白凤菜

干粉备用。设置提取的超声功率为200W,酒精浓度

为70%,料液比为1g∶30ml[6];再根据正交实验结

果设置预浸泡时间、超声温度、超声时间;获得白凤菜

总黄酮粗液。趁热抽滤,收集提取液;提取液转入大孔

树脂柱,用70%乙醇溶液洗脱,将洗脱液旋转蒸发浓

缩,获得白凤菜总黄酮浸膏。所得浸膏用双蒸水溶解,
将溶解液经0.45μm、0.22μm的滤膜依次过滤,最终

获得白凤菜总黄酮样液。根据2.1中的亚硝酸钠-硝
酸铝-氢氧化钠比色法使样液显色,测定吸光值,计算

样液白凤菜总黄酮含量。

2.4 抑菌试验

2.4.1 白凤菜总黄酮抑菌活性的测定[7-9] 将新华滤

纸制成直径6mm的纸片,高压灭菌后烘干。然后将

滤纸片放置于白凤菜总黄酮溶液(浓度为1mg/ml)中
浸泡过夜备用。用涂布法将各种菌液(菌液浓度为1.5
×107CFU/ml)接种在琼脂培养基上,夹取浸泡于白

凤菜总黄酮溶液中的滤纸片放入培养皿,同时放入阳

性对照的药敏纸片、空白滤纸片。各纸片的中心距离

大于25mm,纸片距平板内边缘距离大于15mm。放

好滤纸片后将培养皿置于37℃培养16h,测量抑菌圈

直径。其中空白对照为无菌蒸馏水,阳性对照为四环

素药敏片用于抑制金色葡萄球菌和表皮葡萄球菌生

长;庆大霉素药敏片用于抑制大肠杆菌、肺炎克雷白杆

菌和铜绿假单胞菌生长。

2.4.2 白凤菜总黄酮最低抑菌浓度(MIC)的测定[7-9]

 白凤菜总黄酮的样液应用二倍稀释法配成各种浓

度。配制2倍浓度的液体培养基灭菌备用。针对金黄

色葡萄球菌最低抑菌浓度的测定:取6支试管均加入

2ml液体培养基,分别加2ml各种浓度样液。在各

管中均加入0.1ml菌液(0.5麦氏比浊度,100倍稀

释)混匀,将其置于37℃培养24h,观察并记录澄清不

长菌的样液最高稀释度即为最低抑菌浓度。重复此方

法测定白凤菜总黄酮针对表皮葡萄球菌、大肠杆菌、肺
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炎克雷白杆菌和铜绿假单胞菌的最低抑菌浓度。

3 结果分析

3.1 白凤菜标准曲线 以芦丁含量的浓度为横坐标,
相应浓度下的吸光值为纵坐标,做标准曲线;得回归方

程为:Y =10.93X-0.0203;相关系数R2=0.9981。

3.2 白凤菜总黄酮提取工艺优化结果 以白凤菜干

粉为材料,在单因素试验的基础上,根据文献设置提取

的超声功率为200W,酒精浓度为70%,料液比为1g
∶30ml[6];再根据正交试验的原理,以预浸泡时间、超
声温度、超声时间三因素进行 L9(33)正交试验(见表

1);对白凤菜总黄酮提取工艺进行优化。

表1 白凤菜总黄酮提取L9(33)正交试验的工艺设计

水平

因子

A:预浸

泡时间(h)
B:超声

温度(℃)
C:超声

时间(min)

1 0 50 10
2 0.5 60 20
3 12 70 30

  由表2可知,三因素对白凤菜总黄酮提取率的影

响程度由大到小分别是:预浸泡时间>超声温度>超

声时间。极差分析结果表明,在超声波条件下提取白

凤菜总黄酮的最佳工艺为A3B3C3(预浸泡时间12h、
超声温度70℃、超声时间30min);此条件下总黄酮

的含量为30.952mg/g。该数值高于正交试验的最高

值,说明通过L9(33)正交试验获得的最佳提取工艺条

件可信。由表3可知三因素的偏差平方和误差是

3.600;从显著性结果看浸泡时间的改变对实验结果有

一定的影响。

表2 白凤菜总黄酮提取工艺L9(33)正交试验结果

试验号
因子

A B C

总黄酮含量

(mg/g)

1 1 1 1 21.336
2 1 2 2 24.416
3 1 3 3 25.676
4 2 1 2 22.092
5 2 2 3 26.460
6 2 3 1 25.452
7 3 1 3 30.828
8 3 2 1 28.252
9 3 3 2 30.296
K1 23.809 24.752 25.013
K2 24.668 26.376 25.601
K3 29.792 27.141 27.654
R 5.983 2.389 2.053

 注:K值代表每因素各水平的平均值;R 代表极差

表3 正交实验方差分析

因素 偏差平方和 自由度 F比 F临界值 显著性

A 62.785 2.000 31.392 17.155 0.055
B 8.932 2.000 4.466 2.441 0.291
C 11.539 2.000 5.769 3.153 0.241
误差 3.660 2.000 1.830

3.3 白凤菜总黄酮抑菌试验结果

3.3.1 白凤菜总黄酮抑菌活性的测定 使用优化的

方法提取白凤菜总黄酮,经加工制备白凤菜总黄酮浸

膏,浸膏经灭菌双蒸水溶解,再用0.22μm的微孔滤

膜过滤除菌。采用纸片琼脂扩散法考察白凤菜总黄酮

对几种微生物(金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、大肠

杆菌、肺炎克雷白杆菌、铜绿假单胞菌)的抑菌效果。
抑菌实验结果(见表4)表明:在白凤菜总黄酮浓度为1
mg/ml时对表皮葡萄球菌的抑菌效果最差,对铜绿假

单胞菌有一定的抑制作用,对金色葡萄球菌、大肠杆菌

和肺炎克雷白杆菌有相对较强的抑制作用。

表4 白凤菜总黄酮的抑菌作用

菌种
抑菌环直径/mm

浓度1mg/ml 阳性对照 空白

金黄色葡萄球菌 12.24±0.43 25.2 0
表皮葡萄球菌 7.73±0.45 15.0 0
大肠杆菌 12.60±0.73 30.1 0
肺炎克雷白杆菌 12.87±0.36 36.0 0
铜绿假单胞菌 11.92±0.54 26.5 0

 注 :体外抑菌定性结果 的判定标准:抑菌圈直径(d)≥20
mm为极敏;15≤d≤19mm为高敏;10≤d≤14mm为中敏;d
<10mm 为低敏;无抑菌圈为耐药[10]

3.3.2 白凤菜总黄酮最低抑菌浓度的测定结果 记

录了白凤菜总黄酮对几种微生物(金黄色葡萄球菌、
表皮葡萄球菌、大肠杆菌、肺炎克雷白杆菌、铜绿假单

胞菌)的最低抑菌浓度的实验过程,结果表明:白凤菜

总黄酮对表皮葡萄球菌和肺炎克雷白杆菌的最低抑菌

浓度均为0.84mg/ml,对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌

和铜绿假单胞菌的最低抑菌浓度均为0.42mg/ml(见
表5)。

4 结论

黄酮的提取方法有热水提取法、醇提取法、碱提酸

沉法、超声提取法、微波提取法、大孔吸附树脂提取法、
酶提取和超临界CO2 萃取法等[11]。综合分析各种方

法的优缺点及白凤菜总黄酮应用为抗菌剂的质量要

求,最终考虑采用超声下乙醇提取白凤菜总黄酮[1]。
乙醇能有效地溶解中草药中的黄酮成分,且用量比水

提用量少,时间短。乙醇毒性小,使将来提取物的开发
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表5 白凤菜总黄酮的最低抑菌浓度

菌种
白凤菜总黄酮的浓度(mg/ml)

1.68 0.84 0.42 0.21 0.105

金黄色葡萄球菌 - - - ++ ++
表皮葡萄球菌 - - ± ++ ++
大肠杆菌 - - - + ++
肺炎克雷白杆菌 - - ± ++ ++
铜绿假单胞菌 - - - + ++

 注:“-”表示无菌生长,“+”表示有菌生长,“±”表示有少量

菌生长

利用更便利。超声提取法与回流法、索氏提取法相比

操作简单,时间短,产率高。
在文献单因素实验的基础上[6],设置提取的超声

功率为200W,酒精浓度为70%,料液比为1g∶30
ml;采用正交实验方法确定其它因素的最佳工艺条件

为:预浸泡时间12h、超声温度70℃、超声时间30
min。在此条件下,白凤菜干粉总黄酮含量为30.952
mg/g。

抑菌实验中选用了革兰氏阳性菌与革兰氏阴性

菌;其中表皮葡萄球菌、肺炎克雷白杆菌和铜绿假单胞

菌是医院分离的致病菌株;金黄色葡萄球菌和大肠杆

菌是标准菌株。葡萄球菌是最常见的化脓性球菌,是
医院交叉感染的重要来源;一些特殊血清型的大肠杆

菌对人和动物有致病性;肺炎克雷白杆菌能很快适应

宿主环境而长期生存,对各种抗生素易产生耐药性;铜
绿假单胞菌存在于正常人的皮肤、呼吸道和肠道等组

织,为条件致病菌,引起的很多感染发生在衰弱或免疫

受损的住院病人,对化学药物的抵抗力比一般革兰氏

阴性菌强。总黄酮具有广谱的抗菌作用,能够抑制革

兰氏阳性菌与革兰氏阴性菌的生长[8]。本实验结果表

明,白凤菜总黄酮浓度高于0.84mg/ml对以上菌种

均有抑制作用;特别是对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和

铜绿假单胞菌的抑制作用较强。实验中的白凤菜总黄

酮是多成分物质,应针对性分离和浓缩有效抑菌成分,
再进行抑菌效果和抑菌机制的研究[12-13]。面对当今耐

药菌株的不断增加,将促使人们加大对天然产物抑菌

成分研究与开发的投入。
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