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摘要：用索氏回流法正交提取航天紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｓａｔｉｖａ）中的黄酮（芦 丁），以５１０ｎｍ最 大 吸 光 度 进 行 可 见

光谱检测，测定芦丁含量，并对两种供试菌进行体外抑菌活性测定。结 果 表 明，通 过 单 因 素 试 验 确 定 的 各 因 素 影

响能力大小为超声提取时间＞料液比＞乙醇浓度，芦丁含量最高为１０．０４ｍｇ·ｇ－１；大肠埃希氏杆菌的最小抗菌

浓度为０．４０ｍｇ·ｇ－１，金黄色葡萄球菌的最小抗菌浓度为０．７０ｍｇ·ｇ－１。
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　　紫花 苜 蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｓａｔｉｖａ）为 多 年 生 草 本 植

物，其主根较长、多分枝，茎常直立，几乎无毛，株高

３０～１００ｃｍ［１］，在我国主要分布于青海、新疆、宁夏、
甘肃和内蒙古等地［２］。营养价值丰富，粗蛋 白 含 量

通常在２２％左右，含有２０种以上的氨基酸［３－５］。苜

蓿黄酮类化合物相当丰富，据报道，苜蓿属植物所含

的黄酮类化合物有８０多种［６］，且结构多样、种类繁

多［７－８］。黄酮类化合物可以清除自由基，有效抑制肾

上腺素的氧化、降低低密度脂蛋白（ＬＤＬ）浓度和过

氧化物的浓 度［９－１０］；还 可 以 降 低 心 肌 梗 塞 阻 死 和 动

脉粥样硬化的发病率及死亡率［１１－１３］。
航天育 种 为 改 性 诱 变，可 以 增 加 物 种 产 量 和

各种指标的含量，是 目 前 研 究 的 热 门 课 题，航 天 育

种比常规育种变 异 频 率 高、幅 度 大、有 益 变 异 增 多
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且稳 定 性 强，具 有 明 显 的 优 势［１４－１９］。随 着 航 天 育

种越来越 受 到 关 注，苜 蓿 用 于 航 天 育 种 的 研 究 也

逐渐增多。航天育 种 紫 花 苜 蓿 各 方 面 性 能 均 高 于

普通紫花 苜 蓿，经 航 天 育 种 得 到 的 紫 花 苜 蓿 含 有

更多的黄酮类化 合 物，其 中 之 一 的 芦 丁，药 用 价 值

很高，可滋 补 强 壮、健 脾 胃 及 调 经 活 血，可 治 疗 瘦

弱、脾胃不和、气血 两 亏、月 经 不 调、消 化 不 良 及 腰

腹疼痛等［２０－２２］。天水国 家 级 高 新 农 业 园 区 甘 肃 省

航天育种工程技术 中 心 与 神 舟 系 列 飞 船 课 题 组 长

期合作，致力于太 空 诱 变 和 新 品 种 选 育，其 苜 蓿 草

种是神舟 飞 船 搭 载 返 回 后 培 育 的 诱 变 新 种，依 托

该育种基 地，针 对 航 天 紫 花 苜 蓿 中 的 黄 酮 类 化 合

物芦丁，优 选 提 取 工 艺，以 期 筛 选 出 最 佳 提 取 方

案，以进行体外抑 菌 研 究，旨 在 为 航 空 天 然 绿 色 药

材的培育及开发提供一定的借鉴。

１　材料与方法

１．１　材料

试材：航天紫花苜蓿采自天水神州绿鹏农业科

技有限公司航天育种基地。风干、粉碎及过筛后备

用。
仪器：ＵＶ７５１ＧＤ型紫外－可见分光光度计（上海

精密科学仪器有限公司）、ＫＱ－３００ＤＥ型数控超声波

清洗器（昆山市超声仪器有限公司）、ＲＥ５２－９９型旋转

蒸发器（上海亚荣生化仪器厂生产）、ＪＹ型电子天平

（上海方瑞仪器有限公司）、ＰＨＳ－３Ｄ型精密ＰＨ计（上
海精密科学仪器有限公司）、ＴＤＺ５－Ｗ型多管架自动

平衡离心机（湘仪离心机仪器有限公司）、ＴＤ２５－ＷＳ
多管架自动平衡高速离心机（湘仪离心机）、电热恒温

水浴锅、ＳＨＢ－Ⅳ型双Ａ循环水式多用真空泵（郑州长

城科工贸有限公司）、抑菌操作台等。
芦丁 对 照 品（国 药 集 团，批 号：Ｆ２００５１２２２，规

格：５０ｇ），氢 氧 化 钠、亚 硝 酸 钠、９５％乙 醇、氯 化 铝

ＡｌＣｌ３ 等试剂均为国产或进口分析纯。

普通肉汤培养基培养，按标准配制方法配制，分
装，灭 菌，备 用。大 肠 埃 希 氏 杆 菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏ－
ｌｉ）、金黄 色 葡 萄 球 菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）为 甘

肃农业大学动物医学院保存标准菌株。

１．２　方法

１．２．１　芦 丁 标 准 工 作 曲 线 的 绘 制　准 确 称 取

０．１００　４ｇ芦 丁 标 准 品，溶 解 后 移 入５０ｍＬ容 量 瓶

中，定 容、摇 匀，稀 释３倍，得 到 质 量 浓 度 为０．６７
ｇ·Ｌ－１的芦丁 标 准 溶 液。分 别 移 取 芦 丁 标 准 溶 液

２．００、４．００、６．００、８．００、１０．００、１２．００和１４．００ｍＬ
置于５０ｍＬ容量瓶中，加入５％的ＮａＮＯ２ 溶液５．０
ｍＬ，６ｍｉｎ后 加 入１％Ａｌ（ＮＯ３）３ 溶 液１０．０ｍＬ，６
ｍｉｎ后加入４％ ＮａＯＨ溶液２０．０ｍＬ，１５ｍｉｎ后定

容、摇匀，得到相应浓度的梯度溶液，以双重蒸馏水

为参比，在５１０ｎｍ 处 测 定 其 吸 光 光 度 值，绘 制 浓

度－吸光值标准曲线。

１．２．２　航天紫花苜蓿中芦丁提取及测定　选取乙

醇浓度、料液比及超声提取时间３个因素，以Ｌ９（３３）
正交表进行试验设计（表１）。准确称取航天紫花苜

蓿粉末１０．０ｇ，转移至５００ｍＬ的烧杯中，并加入相

应浓度和 体 积 的 乙 醇，在 室 温 下 浸 泡５ｈ，封 口 静

置。在３００Ｗ 的 功 率 下，超 声 处 理 不 同 时 间，超 声

结束后，减压抽滤能得提取液，将提取液转入旋转蒸

发仪，减压浓缩至无醇味，将浓缩液转入锥形瓶，加

入０．０２ｇ活性炭脱色，摇匀，封口，静置过夜，抽滤，
将滤液按编号装入５０ｍＬ容量瓶，并 定 容，静 置 待

测定。以芦丁为标准品，将样液用亚硝酸钠－硝酸

铝显色法处理后，在５１０ｎｍ处测定吸光光度值，对

照标准曲线，计算苜蓿中黄酮类化合物的含量［２３］。

１．２．３　抑菌试验　用普通肉汤培养基培养大肠杆

菌和金黄色葡萄球菌。两种供试菌接种于平皿培养

基，接种后置于３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ，待菌

种复壮以后，用高压过的生理盐水将培养后的菌液

进行稀释，与０．５麦氏比浊管进行比对，使菌液的浓

表１　正交提取实验因素水平表

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ｆａｃｔｏｒ　ｌｅｖｅｌ　ｔａｂｌｅ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

水平

Ｌｅｖｅｌ

因素Ｆａｃｔｏｒ

Ａ乙醇浓度

Ｅｔｈａｎｏｌ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／％

Ｂ料液比

Ｌｉｑｕｉｄ　ｔｏ　ｓｏｌｉｄ　ｒａｔｉｏ

Ｃ超声提取时间

Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ　ｔｉｍｅ／ｍｉｎ
１　 ３０　 １∶１５　 ２０
２　 ５５　 １∶３０　 ５０
３　 ８０　 １∶４５　 ８０

２７７
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度大约在１．５×１０８　ＣＦＵ·ｍＬ－１，放 入 超 净 台 中 备

用。挑选典型菌落，重新接种于液体培养基，３７℃
培养３６ｈ。倍比稀释航天紫花苜蓿的芦丁提取液，
制备系列浓度稀释液。然后用无菌吸管按培养皿所

标计量，将稀释液分别定量加入到无菌培养皿中，用
移液管分别 吸 取 定 量 待 试 菌 液，涂 于 平 板 上 培 养。
观测，完全没有菌落生长的航天紫花苜蓿的黄酮类

化合物提取液最低浓度为最小抗菌浓度（ＭＩＣ）；未

加药品的为空白。

１．３　数据统计方法

采用Ｅｘｃｅｌ　２０１０和ＳＰＳＳ　１８．０软 件 对 数 据 结

果进行处理和统计学分析及比较。

２　结果与分析

２．１　纯品芦丁标准曲线

以标准品芦丁溶液的浓度为横坐标，在５１０ｎｍ
处测得吸光 值 为 纵 坐 标，绘 制 标 准 曲 线，得 回 归 方

程：ｙ＝３．９３２ｘ＋０．００１　５，Ｒ２＝０．９９５　４（ｎ＝７）（图

１）。可 以 看 出，芦 丁 质 量 浓 度 与５１０ｎｍ处 的 吸 光

光度值在０．０２～０．２０ｍｇ·ｍＬ－１范围内呈良 好 的

线性关系。

图１　芦丁的标准曲线

Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ　ｏｆ　ｒｕｔｉｎ

２．２　芦丁提取试验的结果与分析

根据Ｌ９（３３）正 交 试 验 的 设 计，每 组 重 复３次，
并通过标准曲线计算黄酮提取率，分析得出最佳正

交提取工艺模式。
正交试 验 结 果（表２）表 明，Ａ：ｋ２＞ｋ３＞ｋ１，Ｂ：

ｋ３＞ｋ２＞ｋ１，Ｃ：ｋ１＞ｋ２＞ｋ３，即最佳提取因素水平值

分别为：乙醇浓度５５％，液料比１∶４５，超声提取时

间２０ｍｉｎ。乙醇浓度、液料比和超声提取时间３个

因素均作用显著（Ｐ＜０．０５）（表３），这表明试验设定

的影响因素对航天紫花苜蓿黄酮类化合物得率均有

显著影响，但 影 响 因 素 的 主 次 有 所 差 异，由 结 果 得

Ｒ１＞Ｒ３＞Ｒ２，这表明因素影响主次 为：乙 醇 浓 度＞
超声提取时间＞料液比。综合分析可得航天紫花苜

蓿中黄酮类化合物的最佳正交提取工艺为：乙醇浓

度５５％，液料比１∶４５，超声提取时间２０ｍｉｎ；在该

工艺下，航天紫花苜蓿中黄酮类化合物含量最高，为

１０．０４ｍｇ·ｇ－１。

表２　正交提取试验结果分析表

Ｔａｂｌｅ　２　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔａｂｌｅ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

实验号
Ｎｏ．

Ａ乙醇浓度
Ｅｔｈａｎｏｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／
％

Ｂ料液比
Ｌｉｑｕｉｄ　ｔｏ
ｓｏｌｉｄ　ｒａｔｉｏ

Ｃ超声提取时间
Ｕｌｔｒａｓｏｎｉｃ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ／ｍｉｎ

提取率
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｒａｔｉｏ／
ｍｇ·ｇ－１

１　 ３０　 １∶１５　 ２０　 ９．０１

２　 ５５　 １∶１５　 ５０　 ６．６９

３　 ８０　 １∶１５　 ８０　 ７．８１

４　 ３０　 １∶３０　 ５０　 ９．０７

５　 ５５　 １∶３０　 ８０　 ９．８１

６　 ８０　 １∶３０　 ２０　 ７．９１

７　 ３０　 １∶４５　 ８０　 １０．０４

８　 ５５　 １∶４５　 ２０　 ９．７４

９　 ８０　 １∶４５　 ５０　 ９．７８

ｋ１ １５．１６　 １７．８１　 ２０．７１

ｋ２ １７．２８　 １９．５３　 １６．５３

ｋ３ １５．４８　 １９．８４　 １５．４３

Ｒ　 ７．６６　 １．０２　 ３．２５

表３　正交提取试验方差分析表

Ｔａｂｌｅ　３　Ｖａｒｉａｎｃｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｔａｂｌｅ　ｏｆ　ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

变异来源

Ｖａｒｉａｔｉｏｎ　ｓｏｕｒｃｅ
ｄｆ　 ＳＳ　 Ｓ２　 Ｐ

Ａ　 ２　 ０．００２　 ０．００１ ＜０．０５
Ｂ　 ２　 ０．００２　 ０．００１ ＜０．０５
Ｃ　 ２　 ０．０００　 ０．０００ ＜０．０５

误差 Ｅｒｒｏｒ　 ２　 ０．０００　 ０．０００

２．３　抑菌试验结果与分析

航天紫花苜蓿的黄酮类化合物提取液对大肠埃

希氏杆菌的最小抑菌浓度为０．４０ｍｇ·ｍＬ－１，对金

黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度为０．７０ｍｇ·ｍＬ－１

（表４），对两种供试菌的抑制作用较为明显。

３７７



ＰＲＡＴＡＣＵＬＴＵＲＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥ（Ｖｏｌ．３１，Ｎｏ．０４） ０４／２０１４

表４　芦丁 ＭＩＣ的测定结果

Ｔａｂｌｅ　４　Ｔｈｅ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ　ＭＩＣ　ｒｅｓｕｌｔｓ

供试菌
芦丁Ｒｕｔｉｎ／ｍｇ·ｍＬ－１

０．２０　 ０．３０　 ０．４０　 ０．５０　 ０．６０　 ０．７０　 ０．８０ 对照Ｃｏｎｔｒｏｌ
大肠埃希氏杆菌

Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ
＋＋＋ ＋＋ － － － － － ＋＋＋

金黄色葡萄球菌

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ
＋＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋ ＋ － － ＋＋＋

注：表中数据为３次重复实验的平均值。“＋”表示有菌生长；“＋＋”表示细菌生长较茂盛；“＋＋＋”表示细菌生长茂盛；“－”表示无菌生长。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅ　ｄａｔａ　ｉｎ　ｔａｂｌｅ　ｉｓ　ｔｈｅ　ｍｅａｎ　ｏｆ　ｔｈｒｅｅ　ｒｅｐｅａｔｅｄ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ．“＋”ｍｅａｎ　ｔｈｅｒｅ　ｉｓ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｇｒｏｗｔｈ；“＋ ＋”，ｍｅａｎ　ｔｈｅ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｇｒｅｗ　ｍｏｒｅ

ｅｘｕｂｅｒａｎｔ；“＋ ＋ ＋”ｍｅａｎ　ｂａｃｔｅｒｉａ　ｔｈｒｉｖｅ；“－”ｍｅａｎ　ｓｔｅｒｉｌｅ　ｇｒｏｗｔｈ．

３　讨论与结论

采用超声波提取这一物理过程，利用超声波产

生空化作用，从而加大溶剂分子的运动速度，增强分

子穿透力，加速植物有效成分的提取；再配合使用索

氏回流法，从而更为充分地提取了航天紫花苜蓿中

黄酮类化合物。用苜蓿作为黄酮类化合物的来源，
具有以下的优势［２４－２５］：１）与传统草药相比，苜蓿是大

田作物，且适宜大规模种植，产量较高，具有资源丰

富、价格低廉等特点；２）将苜蓿提取物加工后作为饲

料添加剂应用，具有安全、环保的特点；３）把苜蓿黄

酮类化合物 等 活 性 成 分 的 产 品 加 入 到 草 业 产 业 链

中，不但提升了苜蓿的经济附加值，而且还可以延长

产业链，提升产业 层 次，促进生产和科研的发展；４）
将苜蓿黄酮类化合物等活性成分开发成苜蓿黄酮系

列保健产品或药品，生产含有苜蓿黄酮的日常食品，
则苜蓿黄酮类化合物等活性成分的开发利用将有广

阔的前景。本研究对航天育种苜蓿中的黄酮含量做

了测定，结果表明，与普通的紫花苜蓿相比，航天育种

紫花苜蓿黄酮含量高，并且航天育种得到的航天紫花

苜蓿品种也适宜大田种植和大规模种植。
航天紫花苜蓿提取物和其他中草药一样，抑菌

效果低于抗生素，相关研究表明，相当大量的中药才

可以达到抗 生 素 的 效 果［２６］。但 其 合 理 的 中 药 量 具

有很好的抑菌效果，据统计中草药的抑菌浓度是抗

生素的１　０００倍［２７］，只是目前所应用的中药成分及

剂型很难达到理想的浓度，航天育种紫花苜蓿依然

如此。本研究实际操作中，由于航天紫花苜蓿提取

液多为悬浊液，成分较为复杂，且颜色较深，在做抑

菌试验时，加入适量的葡萄糖和品红试剂，就可以明

显的看出最小的抑菌浓度颜色变化，进而方便计算

出最小抑菌浓度。

本研究通过正交提取试验得到，超声提取时间、
料液比和乙醇浓度３个因素对航天紫花苜蓿中黄酮

类化合物的提取率均有显著影响。３个因素的影响

程度依次为超声提取时间＞料液比＞乙醇浓度；最

佳提取工艺：液料比１∶４５，乙醇浓度５５％，超声提

取时间５０ｍｉｎ。在该工艺下，航天紫花苜蓿中黄酮

类化合物含量 最 高，为１０．０４ｍｇ·ｇ－１。在 此 工 艺

条件下进行３次平行试验，以检测稳定性，测定结果

分别为１０．１４１、１０．０１３和１０．０２９ｍｇ·ｇ－１，平均值

为１０．０６１ｍｇ·ｇ－１，与理论值的误差为０．２０９％，这
说明采用该工艺模型和提取工艺条件是可靠的，能

够较好地预测实际航天育种紫花苜蓿中黄酮类化合

物的含量。此外，用该方法提取航天育种紫花苜蓿

中黄酮类化合 物 的 含 量（１０．０４０ｍｇ·ｇ－１）比 普 通

紫花苜蓿 中 黄 酮 类 化 合 物 的 含 量（６．３２０～７．０８０
ｍｇ·ｇ－１）高［２８］，这 表 明 航 天 育 种 紫 花 苜 蓿 中 黄 酮

类化合物的含量本身比普通紫花苜蓿的高，这充分

肯定了航天育种的优越性。采用最佳工艺下的航天

紫花苜蓿黄酮类化合物提取液进行体外抑菌试验，
其对大肠埃希氏杆菌的 ＭＩＣ为０．４０ｍｇ·ｇ－１，对

金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ为０．７０ｍｇ·ｇ－１，抑 菌 效

果较为明显。
在试验操作过程中，对各种操作细节加以严格

控制，做到定量准确，故其结果相对较为可靠，可以

作为进一步筛选的参考资料，但其具体的作用效果

有待深入研究，因此本试验为进一步研究和开发我

国航天育种紫花苜蓿药物成份及药理作用提供了一

定的理论参考。就航天育种紫花苜蓿黄酮作用机理

的研究，下一步将从体外试验深入到动物体内的消

化、吸收、转运、代谢、分布及排泄等方面进行研究，以
期为我国航天育种紫花苜蓿药物成份及药理作用的

研究和开发提供更有价值的理论参考。

４７７
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