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水辣蓼总黄酮的提取工艺及不同极性

部位体外抑菌活性研究
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罗晓韵，程轩轩，杨慧文，温淑婷，杨全
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［摘要］　目的：优化水辣蓼总黄酮的超声提取工艺，比较不同极性萃取物对致病性大肠杆菌的体外抑菌效果。
方法：在单因素试验的基础上，选取料液比、超声时间及乙醇浓度三因素进行 ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ响应面设计。采用牛津
杯法测定各萃取物的抑菌圈直径，通过微量稀释法和平板法测定最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。结果：水辣蓼总黄酮最优提
取条件为料液比１∶３８，乙醇浓度６６％，超声提取３次，每次３７ｍｉｎ；总黄酮质量分数为６０８４７ｍｇ·ｇ－１。不同极性
的萃取物中，乙酸乙酯部位抑菌活性最强，抑菌圈直径（１３６８±００８）ｍｍ，最低抑菌浓度（ＭＩＣ）为２５ｍｇ·ｍＬ－１。
结论：优化的提取工艺稳定可行、操作简便；水辣蓼的乙酸乙酯萃取物是其体外抑制致病性大肠杆菌的活性部位。

［关键词］　水辣蓼；总黄酮；响应面法；致病性大肠杆菌；抑菌活性
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大肠杆菌病是由病原性大肠杆菌所致的一种人

类与动物共患的多型性传染病，本菌能引起人类和

动物的肠道及泌尿系统感染。其中畜禽的大肠杆菌

性腹泻是养殖场中最常见的疾病，常引起大批畜禽

发育不良或死亡，经济损失严重［１５］。因此防治畜禽

大肠杆菌性腹泻，开发高效低毒和低耐药性药物是

养殖业发展的重要课题之一。

兽医临床已证实，蓼科植物水辣蓼 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍ
ｈｙｄｒｏｐｉｐｅｒＬ具有祛湿止泻、散瘀止痛、杀虫等功
能，主治畜禽冷肠泄泻、寒痢等症［６７］。目前关于水

·９３８·



２０１７年６月　第１９卷　第６期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊｕｎ２０１７　Ｖｏｌ１９　Ｎｏ６

辣蓼的基础研究较少，药效物质基础及药理作用机

制尚不明确，质量控制标准缺乏，从而限制了辣蓼

资源应用。预实验发现，水辣蓼主要成分为黄酮，

本研究首先优化总黄酮提取工艺，并对不同极性部

位提取物的体外抗致病性大肠杆菌活性进行评价，

旨在确定其抑菌的有效部位，为充分利用水辣蓼资

源及中兽药开发奠定基础。

１　仪器与材料

１１仪器

ＫＱ５００ＤＥ数控超声波仪（昆山市超声仪器有限
公司）；ＵＶ１８００紫外分光光度计（北京瑞利分析仪
器有限公司）；ＢＣＭ１０００Ａ超净工作台（苏州安泰空
气技术有限公司）；ＹＸＱＬＳＳⅡ高温高压灭菌锅（上
海东亚压力容器制造有限公司）。

１２材料

致病性大肠杆菌Ｏ７８购自广东省微生物菌种保藏

中心；芦丁（上海阿拉丁生化科技股份有限公司，批

号：Ｊ１４３００６８，９８０％）；硫酸卡那霉素（健阳生物
科技有限公司）；牛肉膏（北京奥博星生物技术有限

责任公司）；细菌学蛋白胨、技术琼脂粉（广东环凯

微生物科技有限公司）；其他试剂均为分析纯。

水辣蓼采于湖南省衡阳市，经广东药科大学杨

全教授鉴定为蓼科植物水辣蓼 Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｈｙｄｒｏｐｉｐｅｒ
Ｌ的干燥全草，标本保存于中药学院标本馆。

２　方法

２１水辣蓼总黄酮提取工艺优化

２１１供试品溶液的制备　精密称取１ｇ水辣蓼干燥
粉末（过４０目筛），以适宜的料液比、乙醇浓度、超
声时间及功率进行提取，合并滤液，浓缩，用提取

溶剂定容至１０ｍＬ，摇匀，备用。
２１２对照品溶液的制备　精密称取芦丁１１０ｍｇ，
用７０％乙醇溶解并定容至５０ｍＬ，摇匀，备用。
２１３标准曲线的制备　分别吸取 ０、０５、１０、
１５、２０、２５、３０、３５、４０ｍＬ对照品溶液，置
于１０ｍＬ量瓶中，以７０％乙醇定容。再分别精密移
取１ｍＬ上述溶液置于１０ｍＬ量瓶中，以亚硝酸钠
硝酸铝氢氧化钠法显色［８］，于５０５ｎｍ处测定吸光
度。以吸光度值为纵坐标、芦丁浓度（Ｘ，ｍｇ·ｍＬ－１）
为横坐标绘制标准曲线。

２１４供试品总黄酮含量测定　精密量取１ｍＬ供试
品溶液置于１０ｍＬ量瓶，按２１３项下方法测定吸
光度。根据标准曲线方程计算总黄酮含量。

２１５单因素试验
２１５１提取次数对总黄酮得率的影响　精密称定
１ｇ药材，按１∶３０料液比加入８０％乙醇，４００Ｗ功
率超声提取 ３０ｍｉｎ，考察不同提取次数（１、２、３、
４、５次）对总黄酮含量影响。
２１５２料液比对总黄酮得率的影响　精密称定１ｇ
药材，以８０％乙醇为提取溶剂，４００Ｗ功率超声提
取３次，每次３０ｍｉｎ，考察不同料液比（１∶１０、１∶２０、
１∶３０、１∶４０、１∶５０）对总黄酮含量影响。
２１５３乙醇浓度对总黄酮得率的影响　精密称定
１ｇ药材，按 １∶３０料液比，４００Ｗ 功率超声提取
３次，每次 ３０ｍｉｎ，考察乙醇浓度（５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％）对总黄酮含量影响。
２１５４提取时间对总黄酮得率的影响　精密称定
１ｇ药材，按１∶３０料液比加入７０％乙醇，４００Ｗ功
率超声提取３次，考察提取时间（２０、３０、４０、５０、
６０ｍｉｎ）对总黄酮含量影响。
２１５５超声功率对总黄酮得率的影响　精密称定
１ｇ药材，按１∶３０料液比加入７０％乙醇，超声提取
３次，每次３０ｍｉｎ，考察超声功率（３００、３５０、４００、
４５０、５００Ｗ）对提取样品总黄酮含量影响。
２１６响应面分析法优化提取工艺　在单因素试验
基础上，根据 ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０软件中的 Ｂｏｘ
Ｂｅｈｎｋｅｎ设计原理［８１０］，选取料液比、乙醇浓度和超

声时间进行三因素三水平响应面分析，因素水平设

计见表１。

表１　响应面实验因素水平表

水平
因素

Ａ料液比 Ｂ乙醇浓度（％） Ｃ提取时间／ｍｉｎ

－１ １∶２０ ６０ ２０

０ １∶３０ ７０ ３０

１ １∶４０ ８０ ４０

２２抑菌实验

２２１菌液的制备　致病性大肠杆菌 Ｏ７８菌株经复苏
后以营养肉汤于摇床１５０ｒ·ｍｉｎ－１３７℃培养２４ｈ，
以平板稀释法［１１］配制终浓度为１０×１０７ＣＦＵ·ｍＬ－１

的菌悬液。

２２２供试品药液的制备　水辣蓼不同浓度醇提液
·０４８·
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的制备：按照优选的最佳工艺制备提取液回收溶剂，

浓缩至药液浓度为 １００、１２５、１５０、２００ｇ（生
药）·ｍＬ－１。

不同极性提取物的制备：将上述提取液，减压

回收溶剂后，混悬于蒸馏水中，依次用石油醚、乙

酸乙酯、水饱和的正丁醇萃取。各段萃取液分别回

收溶剂、蒸干，得四段浸膏。分别精密称定标准上

述浸膏各１００ｍｇ，以 ５‰ＣＭＣＮａ溶液 １ｍＬ分散，
１２１℃高压灭菌２０ｍｉｎ，制得无菌样品。阳性对照药
为卡那霉素（５‰ ＣＭＣＮａ溶解）。
２２３抑菌实验　吸取１００μＬ菌悬液均匀涂布后，
以牛津杯法测定药液抑菌活性，以５‰ＣＭＣＮａ作为
空白对照，３７℃恒温培养２４ｈ。观察抑菌情况，用
游标卡尺测量抑菌圈直径（ｍｍ），重复３次。
２２４不同极性萃取物中总黄酮含量与抑菌活性比
较　分别精密吸取２２２项下不同极性部位的药液
各１ｍＬ，置于１０ｍＬ量瓶中，按２１３项下方法显
色并测量吸光度，计算不同极性浸膏中总黄酮含量。

２２５最低抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定　取２２２项下的
乙酸乙酯萃取液，以肉汤稀释法［１１］测量最低抑菌浓

度（ＭＩＣ）。

３　结果与分析

３１标准曲线方程

以吸光度值为纵坐标、芦丁浓度（Ｘ，ｍｇ·ｍＬ－１）为
横坐标绘制标准曲线，得回归方程：Ｙ＝１２１５２Ｘ－
００１２４，ｒ＝０９９９１。

３２单因素考察

３２１提取次数对总黄酮含量影响　总黄酮含量随
着提取次数增加呈上升趋势，提取次数超过 ３时，
总黄酮含量上升趋势减缓。考虑操作方便和时间成

本，故确定提取３次为宜，见图１。

图１　提取次数对总黄酮含量的影响

３２２料液比对总黄酮含量影响　随料液比的增加，
总黄酮含量成先升后降，并于 １∶３０处有最大值
（６２０ｍｇ·ｇ－１）。鉴于此，确定１∶３０为最优料液比，
见图２。

图２　料液比对总黄酮含量的影响

３２３乙醇浓度对总黄酮含量影响　由图３可知，乙
醇浓度为７０％时总黄酮含量有极大值５７８ｍｇ·ｇ－１。
故选择７０％为适宜醇浓度。

图 ３　醇浓度对总黄酮含量的影响

３２４提取时间对总黄酮含量影响　由图４可知，当
提取时间为 ３０ｍｉｎ时，总黄酮含量有最大值
（６０２ｍｇ·ｇ－１）。在３０ｍｉｎ后，随提取时间的延长，
对提取率的提高几乎无影响，故确定３０ｍｉｎ为最优
提取时长。

图 ４　提取时间对总黄酮含量的影响

·１４８·
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３２５超声功率对总黄酮含量影响　由图５可知，
当超声功率为 ４５０Ｗ 时总黄酮含量有极大值
（６９５ｍｇ·ｇ－１）。故认为４５０Ｗ为适宜超声功率。

图５　超声功率对总黄酮含量的影响

３３提取工艺的响应曲面优化

提取工艺响应曲面优化实验结果见表 ２。根据
实验结果建立总黄酮含量（Ｙ）对料液比（Ａ）、乙醇浓
度（Ｂ）及提取时间（Ｃ）的二元多项回归模拟方程：
Ｙ＝５９６７２＋０３２８２Ａ－０１４４７Ｂ＋０４１６８Ｃ－０１７８
７ＡＢ＋００５６６ＡＣ－０１１７３ＢＣ－０２２３９Ａ２－０５５８１Ｂ２－
０２４８９Ｃ２。

表２　响应面分析方案及实验结果

实验号 料液比 醇浓度（％） 超声时间／ｍｉｎ 总黄酮含量／ｍｇ·ｇ－１

１ １ ０ １ ６２９

２ ０ ０ ０ ６０３

３ ０ ０ ０ ５９４

４ ０ ０ ０ ６０８

５ ０ －１ －１ ４８７

６ ０ １ －１ ４７２

７ －１ －１ ０ ４７３

８ ０ ０ ０ ５８６

９ １ －１ ０ ５８３

１０ １ ０ －１ ５２６

１１ －１ ０ －１ ４８０

１２ ０ ０ ０ ５９２

１３ １ １ ０ ５２８

１４ ０ １ １ ５２２

１５ －１ １ ０ ４９０

１６ －１ ０ １ ５６２

１７ ０ －１ １ ５８４

表３　回归模型方差分析表

方差来源 平方和 自由度 均方 Ｆ Ｐｒｏｂ＞Ｆ 显著性

模型 ４５５９０ ９ ０５０６６ ４１５７３６ ＜００００１ 

Ａ ０８６１６ １ ０８６１６ ７０７１３５ ＜００００１ 

Ｂ ０１６７５ １ ０１６７５ １３７４７４ ０００７６ 

Ｃ １３９００ １ １３９９０ １１４０７６８ ＜００００１ 

Ａ×Ｂ ０１２７８ １ ０１２７８ １０４８６７ ００１４３ 

Ａ×Ｃ ００１２８ １ ００１２８ １０５０６ ０３３９５

Ｂ×Ｃ ００５５０ １ ００５５０ ４５１５１ ００７１２

Ａ２ ０２１１１ １ ０２１１１ １７３２６１ ０００４２ 

Ｂ２ １３１１５ １ １３１１５ １０７６３９６ ＜００００１ 

Ｃ２ ０２６０８ １ ０２６０８ ２１４０２４ ０００２４ 

残差 ００８５３ ７ ００１２２

失拟项 ００５２３ ３ ００１７４ ２１１５２ ０２４１０

净误差 ００３３０ ４ ０００８２

总离差 ４６４４２ １６

　　由表３可知，二次方程模型的Ｐｒｏｂ＞Ｆ＜００００１，
表明该二次方程模型极显著。失拟相 Ｐ＝０２４１０＞
０１，不显著，说明模型不存在失拟因素，可以用回
归方程模拟实验的真实点。回归模型的 ｒ＝０９８１６
（ＲＡｄｊ

２＝０９５８０），表明实测值与预测值具有高度关
联性。变异系数 ＣＶ％ ＝２０１３５％，说明模型的

置信度较高。根据 Ｐｒｏｂ＞Ｆ值，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ａ２、Ｂ２

均为二次回归模型的极显著因素（Ｐ＜００１），ＡＢ和
Ｃ２为模型的显著因素。其中料液比（Ａ）和醇浓度
（Ｂ）存在交互作用。此结论亦可以根据等高线密度
和响应曲面陡度得到证实［９１０］。

·２４８·
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图６　液料比与醇浓度对总黄酮含量的等高线图和响应面图

图７　液料比与超声时间对总黄酮含量的等高线图和响应面图

图８　乙醇浓度与超声时间对总黄酮含量的等高线图和响应面图

　　由ＤｅｓｉｇｎＥｘｐｅｒｔ８０软件得出，总黄酮最优提取
工艺：料液比１∶３８，乙醇浓度６６％，超声提取３次，
每次３７ｍｉｎ。在此条件下重复实验５次，总黄酮含量
为６０８４７ｍｇ·ｇ－１，与模型预测值（６３４９４ｍｇ·ｇ－１）
接近。

３４抑菌实验结果
由表４～５可得，水蓼提取物抑菌活性与药液浓

度、总黄酮含量呈正相关，不同极性萃取物中以乙

酸乙酯段萃取物总黄酮含量最高及抑菌活性最强。以肉

汤稀释法测定其最低抑菌浓度（ＭＩＣ）为２５ｍｇ·ｍＬ－１。

表４　不同浓度水辣蓼醇提液的抑菌圈

空白组 卡那霉素
药液浓度／ｇ·ｍＬ－１

１００ １２５ １５０ ２００

抑菌圈直径／ｍｍ — １４１９１±００１ １１９９±００４ １３１４±００３ １３３２±００７ １３７１±００７

注：“—”为无抑菌圈。下同。

表５　水辣蓼不同极性萃取物的抑菌圈直径及总黄酮含量
卡那霉素 石油醚层 乙酸乙酯层 正丁醇层 水层 空白对照

抑菌圈直径／ｍｍ １３７８±０１０ — １３６８±００８ — — —

总黄酮含量／ｍｇ·ｇ－１ — ５０９３ ２３６４６ ８１２８ ３６０７ —

·３４８·



２０１７年６月　第１９卷　第６期 中国现代中药　ＭｏｄＣｈｉｎＭｅｄ Ｊｕｎ２０１７　Ｖｏｌ１９　Ｎｏ６

表６　乙酸乙酯段提取液最低抑菌浓度测定
药液浓度／
ｍｇ·ｍＬ－１

１００００ ５０００ ２５００ １２５０ ６２５

生长情况 — — — ＋＋＋＋＋

注：—无菌生长；＋菌体较少；＋＋菌体较多；＋＋＋菌体很多。

４　讨论

预实验发现，水辣蓼主要成分为黄酮类化合物。

分别比较了药材的水提液、醇提液和粗多糖对致病

性大肠杆菌Ｏ７８的抑制效果。结果显示，醇提液的抑
菌圈较为明显。同时还发现，上述样品中总黄酮含

量与抑菌活性呈正相关。故本文对水辣蓼总黄酮的

醇提工艺进行优化，并制备不同极性的萃取物，进

行抑菌活性的比较。结果显示，乙酸乙酯萃取物为

水辣蓼抑制致病性大肠杆菌的活性部位，最低抑菌

浓度（ＭＩＣ）为２５ｍｇ·ｍＬ－１。
鉴于超声波对固体样品提取效率较高，可避免

高温对目标成分的破坏，具有提取时间短、提取温

度低的优点。本研究采用响应面法优化水辣蓼总黄

酮的超声提取工艺，并确定最佳工艺参数：料液比

１∶３８，醇浓度 ６６％，超声提取 ３次，每次 ３７ｍｉｎ。
各因素对总黄酮得率的影响程度：提取时间（Ｃ）＞
料液比（Ａ）＞乙醇浓度（Ｂ）。最佳工艺条件下实
测总黄酮提取量为 ６０８４７ｍｇ·ｇ－１，与理论值
６３４９４ｍｇ·ｇ－１基本相符。回归分析与验证试验
表明该工艺稳定可行。

水辣蓼作为一种常见易得的传统中草药，在中

医及兽医临床应用历史悠久、疗效确切。本研究已

证实，水辣蓼对Ｏ７８致病性大肠杆菌有较好的抑菌活
性。未来还将对水辣蓼体内抑菌效果及作用机制进

行深入研究。
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