
［１１］ 　 Ｗａｎｇ Ｒ Ｓ， Ｚｕｏ Ｍ， Ｄｉｎｇ Ｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｂｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｏｆ Ｔｏｏｎａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ
ａｎｄ ｉｔｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｍａｊｏｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｐｒｏｄ Ｒｅｓ，
２０２０， ３５（２３）： １⁃５．

［１２］ 　 Ｗａｎｇ Ｘ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｙ Ｆ， Ｌｉｕ Ｚ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ， ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃｏｒｔｅｘ Ｐｅｒｉｐｌｏｃａｅ ［ Ｊ ］ ． Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ， ２０１７， ２２
（１１）： １８６６．

［１３］ 　 Ｙａｎｇ Ｒ， Ｍｅｎｇ Ｄ Ｍ， Ｓｏｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｒｕｄｅ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｆｒｏｍ ｐｕｍｐｋｉｎ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｂｙ ｃｒｏｓｓ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎ ［ Ｊ ］ ．
Ｊ Ａｇｒｉｃ Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ， ２０１２， ６０（３４）： ８４５０⁃８４５６．

［１４］ 　 Ｓｈｉ Ｙ， Ｌｉｕ Ｔ， Ｈａｎ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｃｏｌｏｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｓｐｒｏｕｔｓ ｏｆ Ｔｏｏｎａ ｓｉｎｅｎｓｉｓ （Ａ． Ｊｕｓｓ．）
Ｒｏｅｍ ｂｙ ａｎｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｍａｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ｒｅｓｉｎｓ［ Ｊ］ ． Ｆｏｏｄ Ｃｈｅｍ，
２０１７， ２１７： ４６１⁃４６８．

［１５］ 　 敖　 珍， 覃发玠， 罗迎春， 等． 红托竹荪菌托多糖中试提取

工艺及抗氧化活性 ［ Ｊ］ ． 中国调味品， ２０２２， ４７ （ １０）：
１７９⁃１８３．

［１６］ 　 曾　 杰， 房海灵， 梁呈元， 等． 无花果粗多糖脱色工艺优化

及其吸附性能研究［Ｊ］ ． 中成药， ２０２２， ４４（２）： ５３７⁃５４２．
［１７］ 　 胡会刚， 赵巧丽， 庞振才． 菠萝皮渣多糖脱蛋白脱色方法研

究及其抗氧化活性［ Ｊ］ ． 食品研究与开发， ２０１８， ３９（２４）：
１２⁃２０．

［１８］ 　 马　 铭， 白瑞斌， 刘景龙， 等． ３ 种党参提取物抗氧化活性

探究［Ｊ］ ． 中成药， ２０２０， ４２（９）： ２５１４⁃２５１７．
［１９］ 　 李国峰， 陈海芳， 郎一帆， 等． 诃子总黄酮提取工艺的优化

及其体外生物活性研究 ［ Ｊ］ ． 中成药， ２０２１， ４３ （ １１）：
２９４５⁃２９５１．

［２０］ 　 李　 伟， 叶嘉宜， 陈运娇， 等． 桉叶多酚提取物体内外抗氧

化活性评价［Ｊ］ ． 食品科学， ２０２１， ４２（５）： １６０⁃１６８．
［２１］ 　 王余宸铭， 黄快乐， 黄留瑶， 等． 蝉花孢梗束多糖的抗氧化

及对环磷酰胺致肝损伤小鼠的保护作用［ Ｊ］ ． 食品工业科

技， ２０１９， ４０（２４）： ４５⁃５０．

掌叶大黄地上茎提取工艺优化及其抑菌作用研究

仲　 楠， 　 魏家艳， 　 张国玉， 　 熊继东， 　 强宇靖， 　 李　 芸∗

（甘肃中医药大学陇药产业创新研究院， 西北中藏药省部共建协同创新中心， 甘肃 兰州 ７３００００）

收稿日期： ２０２３⁃０８⁃２９
基金项目： 甘肃省科技计划 （重点研发计划） 项目 （２１ＹＦ５ＦＡ１３２）
作者简介： 仲　 楠 （１９９７—）， 女， 硕士生， 从事中药炮制、 制剂工艺研究。 Ｔｅｌ： １７３９３１０７９１４， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｚｎ７６６６８５１５８＠ １６３．ｃｏｍ
∗通信作者： 李　 芸 （１９７３—）， 女， 博士， 教授， 博士生导师， 从事中药化学成分分离分析、 中药加工炮制工艺研究及中药大健康

产品开发工作。 Ｔｅｌ： １３８９３３６２９５９， Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｌｉｙｕｎｈｅｒｂ＠ １６３．ｃｏｍ
网络出版日期： ２０２３⁃１２⁃２７
网络出版地址： ｈｔｔｐ： ／ ／ ｋｎｓ􀆰 ｃｎｋｉ􀆰 ｎｅｔ ／ ｋｃｍｓ ／ ｄｅｔａｉｌ ／ ３１􀆰 １３６８􀆰 Ｒ􀆰 ２０２３１２２６􀆰 １７１０􀆰 ０１２􀆰 ｈｔｍｌ．

摘要： 目的　 优化掌叶大黄地上茎提取工艺， 并考察其抑菌活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以乙醇体积分数、 料

液比、 提取时间为影响因素， 总有机酸含量和出膏率的综合评分为评价指标， Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法优化提取工艺。
采用打孔法评价提取物对大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 变形杆菌、 白色念珠菌、 铜绿假单胞菌的抑制效果。 结果　 最

佳条件为乙醇体积分数 ８０％ ， 提取时间 １ ｈ， 料液比 １ ∶ １２， 综合评分为 ７８􀆰 ５７ 分。 提取物对大肠杆菌、 金黄色葡萄球

菌、 变形杆菌、 白色念珠菌、 铜绿假单胞菌的 ＭＩＣ 值分别为 １ ０００、 １２５、 ２５０、 １ ０００、 ２５０ ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳

定可靠， 可用于提取掌叶大黄地上茎。 该部位提取物对 ５ 种常见致病菌均有抑制活性， 其中对金黄色葡萄球菌的作用

最强。
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　 　 礼县掌叶大黄种植面积达 ３ 万亩， 产量巨大。 大黄传

统药用部位为根及根茎， 为了促进地下药用部位的生长，
需每年专门组织大量人工去摘除幼嫩的茎 （占大黄总资源

１ ／ ２ 以上）， 并进行废弃或焚烧， 导致其未得到有效利用，
造成资源的极大浪费和环境的严重污染［１］ 。 古籍记载及产

区调研发现， 大黄地上茎既可食用也可药用， 口感酸

爽［２］ 。 《四部医典》 ［３］ 和 《妙音本草》 记载， 四川、 西藏、
甘肃、 青海人民食用大黄地上部分的基生叶柄和幼嫩茎叶

可用于解渴、 除翳、 治培根病等［４⁃５］ ； 现代研究表明， 大黄

非药用部位主要含有机酸、 蒽醌、 黄酮等成分， 有着泻下、
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抗氧化、 降血脂等药理作用。 目前， 有关掌叶大黄地上茎

利用的报道较少， 而且尚未涉及提取工艺及抑菌作用。 因

此， 本实验采用 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法对该部位提取工艺

进行优化， 并探索其抑菌作用， 以期为相关资源充分利用

和深度开发提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂、 药物与菌种　 掌叶大黄地上茎购自甘肃省陇南

市礼县， 经甘肃中医药大学附属医院杨锡仓主任中药师鉴

定为蓼科植物掌叶大黄 Ｒｈｅｕｍ ｐａｌｍａｔｕｍ Ｌ． 的地上茎。 氢

氧化钠 （批号 ２０２２０５０４， 天津市大茂化学试剂厂）； 酚酞

（批号 ２０２２０６０６， 上海中秦化学试剂有限公司）； 邻苯二甲

酸氢钾 （批号 ２０２２０５０７， 烟台市双双化工有限公司）； ＭＨ
琼脂培养基 （ＭＨＡ） （批号 １０８６７２１）、 沙氏葡萄糖琼脂培

养基 （ＳＤＡ） （批号 １０９００２１）、 ＬＢ 肉汤培养基 （ＬＢ） （批
号 １０８１４８１） （广东环凯微生物科技有限公司）； 硫酸链霉

素 （批号 １１１９Ｋ０５１）、 酮康唑 （批号 ４２０Ａ０５４） 均购自北

京索莱宝科技有限公司。 大肠杆菌 （ＡＴＣＣ２５９２２）、 金黄色

葡萄球菌 （ＡＴＣＣ２９２１３）、 变形杆菌 （ＡＴＣＣ４９１３２）、 白色

念珠菌 （ＣＩＣＣ３２８１９）、 铜绿假单胞菌 （ＡＴＣＣ２７３１８） 均由

中国农业科学院兰州畜牧与兽药研究所提供。
１􀆰 ２　 仪器 　 ＤＨＧ⁃９０７０Ａ 型电热恒温鼓风干燥箱 （上海齐

欣科学仪器有限公司）； ＤＺＫＷ⁃Ｓ⁃６ 型数显恒温水浴锅 （常
州市国旺仪器制造有限公司）； Ｎ⁃１２１０Ｂ 型旋转蒸发仪 （上
海爱朗仪器有限公司）； ＳＢ４２００Ｄ 型超声波清洗器 （宁波

新芝生物科技股份有限公司）； ＪＡ３００３Ｎ 型电子天平

（１ ｍｇ， 上海佑科仪器仪表有限公司）； ＪＪ１２４ＢＣ 型电子天

平 （０􀆰 １ ｍｇ， 江苏常熟市双杰测试仪器厂）； ８００Ｙ 型小型

粉碎机 （永康市铂欧五金制品有限公司）； ＬＤＺＦ⁃５０Ｌ 型立

式高压蒸汽灭菌器 （上海申安医疗器械厂）； Ｂｌｕｅ Ｐａｒｄ 型

隔水式培养箱 （上海一恒科学仪器有限公司）； ＡｌｐｈａＣｌｅａｎ
１３００ 型超净工作台 ［力康精密科技 （上海） 有限公司］；
ＤｅｎｓｉＣＨＥＫ ｐｌｕｓ 型比浊仪 （法国 Ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ 公司）； 数显游

标卡尺 （０～１５０ ｍｍ， 东阳市君德志工具有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 总酸含量测定 　 采用国家标准［６］ 测定， 按文献 ［７］
报道的方法进行标定， 并计算氢氧化钠标准滴定溶液浓度。
２􀆰 ２　 出膏率测定　 精密量取滤液 ２５ ｍＬ， 置已干燥至恒重

的蒸发皿 （Ｗ１） 中， 水浴蒸干后在 １０５ ℃下干燥 ３ ｈ， 置

于干燥器中冷却 ３０ ｍｉｎ， 迅速精密称定质量 （Ｗ２）， 计算

出膏率， 公式为出膏率 ＝ ［ （Ｗ１ －Ｗ２） ×Ｖ］ ／ （２５×取样

量） ×１００％ ， 其中 Ｖ 为提取液体积。
２􀆰 ３　 提取方法考察　 参考文献 ［８］ 报道。
２􀆰 ３􀆰 １　 冷浸提取　 将干燥药材粉碎， 过 ２ 号筛， 精密称取

粉末 ５ ｇ， 按料液比 １ ∶ １０ 加入 ９５％ 乙醇， 冷浸提取 ２４ ｈ，
提取液减压抽滤， 滤液定容至 １００ ｍＬ， 精密量取滤液 ２５
ｍＬ， 计算出膏率和总酸含量。
２􀆰 ３􀆰 ２　 加热回流提取　 将干燥药材粉碎， 过 ２ 号筛， 精密

称取粉末 ５ ｇ， 按料液比 １ ∶ １０ 加入 ９５％ 乙醇， 加热回流提

取 １ ｈ， 共 ２ 次， 提取液减压抽滤， 合并滤液， 定容至 １００
ｍＬ， 精密量取滤液 ２５ ｍＬ， 计算出膏率和总酸含量。
２􀆰 ３􀆰 ３　 超声提取　 将干燥药材粉碎， 过 ２ 号筛， 精密称取

粉末 ５ ｇ， 按料液比 １ ∶ １０ 加入 ９５％ 乙醇， 超声提取 ３０
ｍｉｎ， 共 ２ 次， 提取液减压抽滤， 合并滤液， 定容至 １００
ｍＬ， 精密量取滤液 ２５ ｍＬ， 计算出膏率和总酸含量。
２􀆰 ４　 单因素试验

２􀆰 ４􀆰 １　 乙醇体积分数 　 精密称取粉末 ５ ｇ， 分别以 ３５％ 、
５０％ 、 ６５％ 、 ８０％ 、 ９５％ 乙醇为提取溶剂， 按液料比 １ ∶ １０
加热回流提取 １ ｈ， 共 ２ 次， 提取液减压抽滤， 合并滤液，
定容至 １００ ｍＬ， 精密量取滤液 ２５ ｍＬ， 计算出膏率和总酸

含量。
２􀆰 ４􀆰 ２　 提取时间　 精密称取粉末 ５ ｇ， 以 ６５％ 乙醇为提取

溶剂， 按液料比 １ ∶ １０ 分别加热回流提取 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５、 ２、
２􀆰 ５ ｈ， 共 ２ 次， 提取液减压抽滤， 合并滤液， 定容至 １００
ｍＬ， 精密量取滤液 ２５ ｍＬ， 计算出膏率和总酸含量。
２􀆰 ４􀆰 ３　 料液比　 精密称取粉末 ５ ｇ， 以 ６５％ 乙醇为提取溶

剂， 分别按液料比 １ ∶ ６、 １ ∶ ８、 １ ∶ １０、 １ ∶ １２、 １ ∶ １４ 加

热回流提取 １ ｈ， 共 ２ 次， 提取液减压抽滤， 合并滤液， 定

容至 １００ ｍＬ， 精密量取滤液 ２５ ｍＬ， 计算出膏率和总酸

含量。
２􀆰 ５　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 在单因素试验基础上， 以乙

醇体积分数 （Ａ）、 提取时间 （Ｂ）、 料液比 （Ｃ） 为影响因

素， 总酸含量、 出膏率的综合评分 （Ｍ） 为评价指标， 设

计三因素三水平共 １７ 组试验， 因素水平见表 １。
表 １　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法因素水平

因素
水平

－１ ０ １
Ａ 乙醇体积分数 ／ ％ ６５ ８０ ９５

Ｂ 提取时间 ／ ｈ ０􀆰 ５ １ １􀆰 ５
Ｃ 料液比 １ ∶ ８ １ ∶ １０ １ ∶ １２

２􀆰 ６　 熵权法 　 按文献 ［９⁃１１］ 报道的方法计算， 对数据

Ｘｉｊ根据式 （１） 进行归一化处理， 得到归一化数据 Ｘ′ｉｊ， 根

据式 （２） 得到标准化数据 ｐｉｊ， 根据式 （３） 计算第 ｊ 个指

标的信息熵 Ｈｊ， 根据式 （４） 转化为熵权 Ｗ ｊ， 最后根据式

（５） 得到综合评分。

Ｘ′ｉｊ ＝
Ｘｉｊ － ｍｉｎ（Ｘｉ）

ｍａｘ（Ｘｉ） － ｍｉｎ（Ｘｉ）
（１）

ｐｉｊ ＝
Ｘ′ｉｊ

∑ｍ

ｉ ＝ １
Ｘ′ｉｊ

（ ｉ ＝ １， ２， …， ｍ； ｊ ＝ １， ２） （２）

Ｈｊ ＝ － ｋ∑ｍ

ｉ ＝ １
Ｐｉｊ ｌｎ（Ｐｉｊ）， ｋ ＝ １

ｌｎ（ｍ）
（３）

Ｗ ｊ ＝
（１ － Ｈｊ）

∑ｎ

ｊ ＝ １
（１ － Ｈｊ）

（４）

Ｍｉ ＝ ∑ｎ

ｊ ＝ １
Ｗ ｊＸ′ｉｊ （５）

　 　 其中， Ｘｉｊ表示第 ｉ 次试验时第 ｊ 个评价指标的提取量

值， ｍｉｎ （Ｘｉ） 为第 ｊ 个评价指标的提取量最小值， ｍａｘ
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（Ｘｉ） 为第 ｊ 个评价指标的提取量最大值， Ｘ′ｉｊ表示第 ｉ 次试

验时第 ｊ 个评价指标的归一化值， ｐｉｊ表示第 ｉ 次试验时第 ｊ
个评价指标的标准化值， Ｈｊ 表示第 ｊ 个评价指标的信息熵

值， Ｗ ｊ 表示第 ｊ 个评价指标的熵权值， Ｍｉ 表示第 ｉ 个样本

的综合得分。
２􀆰 ７　 抑菌作用研究

２􀆰 ７􀆰 １　 提取物制备　 取药材粉末适量， 按料液比 １ ∶ １２ 加

入 ８０％ 乙醇， 加热回流提取 １ ｈ， 共 ２ 次， 提取液减压抽滤

后得到滤液， 合并滤液， 减压回收乙醇， 并浓缩至稠膏，
干燥， 即得。
２􀆰 ７􀆰 ２　 药液制备 　 取药材粉末 ６ ｇ， 生理盐水充分溶解，
制成生药量为 １ ｇ ／ ｍＬ 的药液， 再用生理盐水依次稀释至

１、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 １２５、 ０􀆰 ０６２ ５ ｇ ／ ｍＬ。
２􀆰 ７􀆰 ３　 液体培养基制备　 称取 ＬＢ 肉汤 ７ ｇ， 加入去离子水

３００ ｍＬ， 分装于三角瓶中， 在 １２１ ℃ 下高压灭菌 １５ ｍｉｎ，
冷却至 ８０ ℃左右， 取出三角瓶， 分装于 ５ 个离心管中， 冷

却至室温， 将大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 变形杆菌、 白

色念珠菌、 铜绿假单胞菌样本复苏后分别接种于液体培养

基上， 置于 ３７ ℃隔水式培养箱中培养 １２～２４ ｈ。
２􀆰 ７􀆰 ４　 固体培养基制备

２􀆰 ７􀆰 ４􀆰 １　 ＭＨ 琼脂培养基　 称取 ＭＨ 琼脂培养基 ３８ ｇ， 加

入去离子水 １ Ｌ， 搅拌加热煮沸至完全溶解， 分装于 １ ０００
ｍＬ 三角瓶中， 在 １２１ ℃下高压灭菌 １５ ｍｉｎ， 冷却至 ８０ ℃，
倾注等体积培养基至灭菌培养皿 （高度约 ５ ｍｍ） 中备用。
２􀆰 ７􀆰 ４􀆰 ２　 沙氏葡萄糖琼脂培养基　 称取沙氏葡萄糖琼脂培

养基 ３２􀆰 ５ ｇ， 溶于 ５００ ｍＬ 去离子水中， 搅拌加热煮沸至完

全溶解， 分装于 ５００ ｍＬ 三角瓶中， １２１ ℃高压灭菌 １５ ｍｉｎ，
冷却至 ８０ ℃， 倾注等体积培养基至灭菌培养皿 （高度约 ５
ｍｍ） 中备用。
２􀆰 ７􀆰 ５　 菌悬液制备 　 吸取液体培养基 ２ ｍＬ 至比浊管中，
再吸取生长在液体培养基上的菌落 １００～ ４００ μＬ 加入其中，
在麦氏比浊仪上调节菌液浓度， 多次稀释测量浊度至吸光

度达到 ０􀆰 ５， 再吸取 ５０ μＬ 菌液至离心管中， 加入 ５ ｍＬ 生

理盐水， 使菌悬液浓度为 １􀆰 ５×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ。
２􀆰 ７􀆰 ６　 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 测定 　 采用打孔法［１２］ 在含

菌培养基上打出 ３ 个直径为 ５ ｍｍ 的圆孔， 分别注射 １００
μＬ 各浓度药液， 重复 ３ 次， 以硫酸链霉素溶液 （１２８、 ６４、
３２ μｇ ／ ｍＬ）、 酮康唑溶液 （１２８、 ６４、 ３２ μｇ ／ ｍＬ） 为阳性对

照， 生理盐水为空白对照， 将培养皿置于 ３７ ℃隔水式培养

箱中培养 ２４ ｈ， 完全没有细菌生长的孔所对应的最低药物

浓度即为 ＭＩＣ。 再用游标卡尺测量抑菌圈直径， 判定标

准［１３］为抑菌圈直径≥２０ ｍｍ， 极度敏感； １５ ｍｍ≤抑菌圈

直径＜２０ ｍｍ， 高度敏感； １０ ｍｍ≤抑菌圈直径＜１５ ｍｍ， 中

度敏感； 抑菌圈直径＜１０ ｍｍ， 低度敏感。
３　 结果

３􀆰 １　 总酸含量 　 通过标定后， 氢氧化钠浓度为 ０􀆰 １３２ ２
ｍｏｌ ／ Ｌ， 即为总酸含量。

３􀆰 ２　 单因素试验

３􀆰 ２􀆰 １　 提取方法　 由图 １ 可知， 加热回流提取时提取量最

大， 而冷浸提取、 超声提取时提取量较小， 故最终确定为

加热回流提取。

图 １　 提取方法对掌叶大黄地上茎提取量的影响

３􀆰 ２􀆰 ２　 提取溶剂　 由图 ２ 可知， 随着乙醇体积分数增加总

酸含量呈先降后升的趋势， 在 ８０％ 时最高； 出膏率呈先升

后降的趋势， 在 ６５％ ～ ８０％ 之间降低程度较小， 考虑实际

生产效率， 最终确定为 ８０％ 乙醇。

图 ２　 提取溶剂对掌叶大黄地上茎提取量的影响

３􀆰 ２􀆰 ３　 提取时间　 由图 ３ 可知， 随着提取时间延长总酸含

量呈先升后降的趋势， 在 １ ｈ 时最高； 出膏率呈先降后升

的趋势， 但总体相差不大， 考虑实际生产效率， 最终确定

为 １ ｈ。

图 ３　 提取时间对掌叶大黄地上茎提取量的影响

３􀆰 ２􀆰 ４　 料液比　 由图 ４ 可知， 随着料液比增加总酸含量呈

先升后降的趋势， 在 １ ∶ １０ 时最高； 出膏率呈升高趋势，
在 １ ∶ １０ 后趋于平缓， 考虑实际生产效率， 最终确定为

１ ∶ １０。
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图 ４　 料液比对掌叶大黄地上茎提取量的影响

３􀆰 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法　 设定出膏率、 总酸含量权重值

分别为 ０􀆰 ４８５ ２、 ０􀆰 ５１４ ８， 计算综合评分 Ｍ， 结果见表 ３。
表 ３　 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ 出膏率 ／ ％
总酸含量 ／

（ｇ·ｋｇ－１）

Ｍ 综合

评分 ／ 分
１ －１ －１ ０ ２４􀆰 １５ ６􀆰 ４６ ５０􀆰 １１

２ １ －１ ０ １２􀆰 ４５ １９􀆰 ０５ ５０􀆰 ２１

３ －１ １ ０ ２３􀆰 ８０ ５􀆰 ０５ ４４􀆰 ５５

４ １ １ ０ １５􀆰 ８４ １７􀆰 １８ ５５􀆰 ７１

５ －１ ０ －１ ２３􀆰 ５１ ４􀆰 ５３ ４１􀆰 ９７

６ １ ０ －１ １０􀆰 ９５ １７􀆰 ９０ ４１􀆰 ６２

７ －１ ０ １ ２５􀆰 ４７ ６􀆰 ７２ ５５􀆰 ３３

８ １ ０ １ １１􀆰 ５２ １８􀆰 ６１ ４５􀆰 ７３

９ ０ －１ －１ １７􀆰 ００ １７􀆰 ７０ ６１􀆰 ２１

１０ ０ １ －１ １９􀆰 １６ １７􀆰 ８７ ６８􀆰 ９６

１１ ０ －１ １ １９􀆰 ８１ １７􀆰 ４２ ６９􀆰 ７３

１２ ０ １ １ ２２􀆰 ９７ １４􀆰 ８０ ７２􀆰 １３

１３ ０ ０ ０ ２０􀆰 ９０ ２１􀆰 ０７ ８４􀆰 ７３

１４ ０ ０ ０ ２２􀆰 ４７ １７􀆰 １３ ７７􀆰 ７１

１５ ０ ０ ０ ２０􀆰 ９７ １８􀆰 １０ ７５􀆰 ７２

１６ ０ ０ ０ ２０􀆰 ９２ １８􀆰 ６０ ７７􀆰 ０９

１７ ０ ０ ０ ２１􀆰 ０２ １６􀆰 ８１ ７１􀆰 ８５

　 　 采用 Ｄｅｓｉｇｎ⁃Ｅｘｐｅｒｔ １２􀆰 ０􀆰 ３􀆰 ０ 软件， 对表 ３ 数据进行多

元二次回归拟合， 得方程为 Ｍ ＝ ７７􀆰 ４２＋０􀆰 １６３ ７Ａ＋１􀆰 ２６Ｂ＋
３􀆰 ６５Ｃ＋２􀆰 ７７ＡＢ－２􀆰 ３１ＡＣ－１􀆰 ３４ＢＣ－２４􀆰 ５６Ａ２ －２􀆰 ７１Ｂ２ －６􀆰 ７０Ｃ２

（Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９５０ ２）， 方差分析见表 ４。 由此可知， 模型 Ｐ ＜
０􀆰 ０１， 具有高度显著性； 一次项、 交互项均不显著 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）； 二次项 Ａ２、 Ｃ２ 有显著影响 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 失拟项 Ｐ＞
０􀆰 ０５， 表明模型拟合度良好； 各因素影响因素依次为 Ｃ＞Ｂ
＞Ａ。
　 　 响应面分析见图 ５。 最终确定， 最佳条件为乙醇体积

分数 ８０􀆰 ０１％ ， 料液比 １ ∶ １０􀆰 ５１， 提取时间 １􀆰 ０９ ｈ， 综合评

分为 ７７􀆰 ９９ 分， 考虑生产中的实际操作， 将其修正为乙醇

体积分数 ８０％ ， 料液比 １ ∶ １２， 提取时间 １ ｈ。
取药材粉末 ５ ｇ， 按上述优化工艺进行验证试验， 结果

见表 ５。 由此可知， 平均综合评分与预测值 ７７􀆰 ９９ 分接近

（相对误差为 ０􀆰 ７４％ ）， 表明模型预测效果较好， 参数稳定

可靠。
３􀆰 ４　 抑菌作用　 结果见表 ６～７。

注： 左图为三维曲线图， 右图为等高线图。

图 ５　 各因素响应面图

表 ４　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ３ ０７１􀆰 ６０ ９ ３４１􀆰 ２９ １４􀆰 ８４ ０􀆰 ０００ ９
Ａ ０􀆰 ２１４ ５ １ ０􀆰 ２１４ ５ ０􀆰 ００９ ３ ０􀆰 ９２５ ８
Ｂ １２􀆰 ７３ １ １２􀆰 ７３ ０􀆰 ５５３ ４ ０􀆰 ４８１ ２
Ｃ １０６􀆰 ２９ １ １０６􀆰 ２９ ４􀆰 ６２ ０􀆰 ０６８ ６
ＡＢ ３０􀆰 ５８ １ ３０􀆰 ５８ １􀆰 ３３ ０􀆰 ２８６ ７
ＡＣ ２１􀆰 ３９ １ ２１􀆰 ３９ ０􀆰 ９３０ １ ０􀆰 ３６７ ０
ＢＣ ７􀆰 １６ １ ７􀆰 １６ ０􀆰 ３１１ １ ０􀆰 ５９４ ４
Ａ２ ２ ５３９􀆰 ７６ １ ２ ５３９􀆰 ７６ １１０􀆰 ４４ ＜０􀆰 ０００ １
Ｂ２ ３１􀆰 ０４ １ ３１􀆰 ０４ １􀆰 ３５ ０􀆰 ２８３ ４
Ｃ２ １８８􀆰 ８７ １ １８８􀆰 ８７ ８􀆰 ２１ ０􀆰 ０２４ １

残差 １６０􀆰 ９８ ７ ２３􀆰 ００ — —
失拟项 ７３􀆰 ４４ ３ ２４􀆰 ４８ １􀆰 １２ ０􀆰 ４４０ ５
净误差 ８７􀆰 ５４ ４ ２１􀆰 ８９ — —
总误差 ３ ２３２􀆰 ５８ １６ — — —

表 ５　 验证试验结果 （ｎ＝３）
试验号 出膏率 ／ ％ 总酸含量 ／ （ｇ·ｋｇ－１） 综合评分 ／ 分

１ ２１􀆰 １０ １９􀆰 １０ ７９􀆰 ００
２ ２１􀆰 ０９ １９􀆰 ３０ ７９􀆰 ５７
３ ２１􀆰 ０７ １８􀆰 ５２ ７７􀆰 １５

平均值 ２１􀆰 ０９ １８􀆰 ９７ ７８􀆰 ５７
ＲＳＤ ／ ％ ０ ０􀆰 ０２ ０􀆰 ０２
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表 ６　 掌叶大黄地上茎提取物抑菌圈直径测定结果

样品 质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

大肠杆菌 变形杆菌 金黄色葡萄球菌 白色念珠菌 铜绿假单胞菌

掌叶大黄地上茎提取物 １ ０００ １１􀆰 １７ １１􀆰 ７９ １３􀆰 １１ ８􀆰 ２４ １１􀆰 １４
５００ — ８􀆰 ００ １０􀆰 ７３ — ８􀆰 １８
２５０ — ６􀆰 ９４ ８􀆰 ８５ — ６􀆰 １７
１２５ — — ７􀆰 ７９ — —
６２􀆰 ５ — — — — —

阳性对照 硫酸链霉素 ０􀆰 １２８ １６􀆰 ７０ １５􀆰 ００ ７􀆰 １２ — ９􀆰 ６２
０􀆰 ０６４ １２􀆰 ７７ １０􀆰 ５９ — — ７􀆰 ４６
０􀆰 ０３２ １２􀆰 ３７ ９􀆰 ５０ — — —

酮康唑 ０􀆰 １２８ — — — ２６􀆰 ４６ —
０􀆰 ０６４ — — — ２２􀆰 ９１ —
０􀆰 ０３２ — — — １８􀆰 ２２ —

空白对照 — — — — — —

　 　 注： —表示无抑菌圈。

表 ７　 掌叶大黄地上茎提取物 ＭＩＣ 测定结果

样品
ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

大肠杆菌 变形杆菌 金黄色葡萄球菌 白色念珠菌 铜绿假单胞菌

掌叶大黄地上茎提取物 １ ０００ ２５０ １２５ １ ０００ ２５０
阳性对照 硫酸链霉素 ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ０３２ ０􀆰 １２８ — ０􀆰 ０６４

酮康唑 — — — ０􀆰 ０３２ —
空白对照 — — — — —

　 　 注： —表示无抑菌作用。

４　 讨论与结论

目前常用于中药组分提取的实验方法主要有均匀设计

法、 正交设计法、 星点设计⁃效应面法等， 其中星点设计⁃效
应面法因其较高的实验精度、 直观的因素相互作用分析及

较少的试验次数被广泛用于处方优化和工艺研究［１４］ 。 本研

究在单因素试验的基础上， 采用熵权法结合 Ｂｏｘ⁃Ｂｅｈｎｋｅｎ 响

应面法得到掌叶大黄地上茎最佳提取工艺为乙醇体积分数

８０％ ， 料液比 １ ∶ １２， 提取时间 １ ｈ， 实测值与预测值的相

对误差较小 （０􀆰 ７４％ ）， 表明该提取工艺稳定可行。
《新修本草》 ［１５］记载 “其茎味酸， 堪生啖， 亦以解热”；

课题组前期研究发现大黄茎中含有丰富的有机酸类成分

（主要包括苹果酸和琥珀酸等成分） ［１６］ ， 有研究表明有机酸

是酸味成分的主要呈味物质基础［１７］ ， 具有广泛的抗菌活

性［１８］ 。 本研究采用打孔法对不同浓度提取物进行体外抑菌

试验， 此方法简单、 易操作、 方便快捷、 成本低廉， 且重

复性好、 灵敏度高， 抑菌圈清晰规则［１９⁃２１］ 。 抑菌试验结果

表明， 掌叶大黄地上茎提取物对大肠杆菌、 金黄色葡萄球

菌、 白色念珠菌 （真菌）、 变形杆菌、 铜绿假单胞菌等 ５ 种

常见致病菌均具有不同程度的抑制作用， 并呈浓度依赖性，
且对金黄色葡萄球菌的抑菌效果最好， 对大肠杆菌和白色

念珠菌、 变形杆菌和铜绿假单胞菌的抑菌作用相当。
可知掌叶大黄地上茎对细菌 （尤其对金黄色葡萄球菌）

和真菌都有一定的抑制作用， 可作为天然抑菌剂应用于食

品、 保健品及口腔产品等行业， 开发前景广阔。 同时， 本

研究也存在一定的局限性， 未确定掌叶大黄地上茎提取物

主要抑菌成分及其抑菌机理， 且未评价其体内抑菌作用，
后续可进一步深入研究。
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摘要： 目的　 探讨不同炮制方法对草果挥发油成分的影响。 方法　 分别制备草果仁 （直接去壳法和药典法） 和姜草

果仁， 电子鼻和 ＧＣ⁃ＭＳ 法分析其所含挥发油的种类及组成， 主成分分析、 正交偏最小二乘法判别分析考察差异性成

分。 结果　 在 ３ 种炮制品中分别鉴定出 ８７、 ５７、 ６２ 种成分。 直接去壳法、 药典法所得草果仁可明显区分开。 ２ 种方法

所得草果仁的差异成分有 ５ 种 （桉油精、 橙花醇、 反式⁃２⁃癸烯醛、 ４⁃丙基苯甲醛、 β⁃柠檬醛）， 草果仁 （药典法） 与

姜草果仁的差异性成分有 ４ 种 （２⁃十五炔⁃１⁃醇、 乙酸香叶酯、 柠檬烯、 月桂烯醇）。 结论　 该方法稳定可靠， 可为草

果炮制品质量评价和药效物质基础研究提供数据支持。
关键词： 草果； 挥发油； 炮制方法； 化学成分； 电子鼻； ＧＣ⁃ＭＳ； 主成分分析； 正交偏最小二乘法判别分析
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　 　 草果为姜科植物草果 Ａｍｏｍｕｍ ｔｓａｏ⁃ｋｏ Ｃｒｅｖｏｓｔ ｅｔ Ｌｅｍａｉｒｅ
的干燥成熟果实， 具有燥湿温中、 截疟除痰功效， 可用于

治疗寒湿内阻、 脘腹胀痛、 痞满呕吐、 疟疾寒热、 瘟疫发

热等症。 该药材主要成分为挥发油， 具有抗炎［１］ 、 抑

菌［２］ 、 抗氧化［３］ 、 抗肿瘤、 调节肠道菌群［４］ 等多种药理

作用。
虽然古代本草中草果的炮制方法多有记载， 如 《本草

蒙筌》 《本草从新》 等， 但发展至今除了清炒去壳法 （草
果仁） 和姜制法 （姜草果仁） 外， 其余工艺均已不再广泛

应用。 草果经炮制后药性和功效会发生变化， 如炒制去壳

后可降低挥发性成分含量， 从而使其燥烈之性降低， 而姜

制可增强温胃止呕功效。 目前， 对不同炮制工艺下草果挥

发油成分的研究大多集中在炮制前后其含量变化， 尚未涉

及成分组成， 并且炮制后其药性、 功效变化的物质基础仍

不明晰。
因此， 本实验以草果及其炮制品为对象， 采用电子鼻

和 ＧＣ⁃ＭＳ 法分析其挥发油成分变化， 并通过主成分分析和

正交偏最小二乘法判别分析筛选差异性成分， 以期为探究

炮制过程中加热、 辅料姜汁对该成分的影响， 以及解析其

药效物质基础提供一定的数据支持。

６２１４

２０２４ 年 １２ 月

第 ４６ 卷　 第 １２ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． １２


