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摘要： 目的　 优化没食子提取工艺， 并考察其抑菌作用。 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， 干膏得率及没食子酸、 鞣花酸 １， ２， ３， ６⁃四没食子酰葡萄糖、 １， ２， ３， ４， ６⁃五没食子酰葡萄

糖含量的综合评分为评价指标， 正交试验优化提取工艺。 采用倍比稀释法考察提取物对大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、
枯草芽孢杆菌、 铜绿假单胞菌的抑制效果。 结果　 最佳条件为乙醇体积分数 ６５％ ， 料液比 １ ∶ １２， 提取时间 ４５ ｍｉｎ，
综合评分为 ９５ ７７ 分。 提取物对金黄色葡萄球菌、 大肠杆菌、 铜绿假单胞菌、 枯草芽孢杆菌的 ＭＩＣ 分别为 １５ ６２５、
３１ ２５０、 １２５ ０００、 ６２ ５００ ｍｇ ／ ｍＬ。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取具有较强抑菌作用的没食子。
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　 　 人体口腔是一个复杂而完整的微生态系统， 适宜的温

度、 ｐＨ 和相对湿度为口腔内各种微生物的生长、 繁殖和定

居提供了适宜的环境和条件， 大量研究表明龋齿、 牙周病

等常见口腔疾病的发生都与微生物关系密切［１⁃２］ 。 没食子为

没食子蜂科 （瘿蜂科） 昆虫没食子蜂幼虫寄生于壳斗科植

物没食子树 Ｑｕｅｒｃｕｓ ｉｎｆｅｃｔｏｒｉａ Ｇ． Ｏｌｉｖｉｅｒ 幼枝上形成的干燥虫

瘿， 是维吾尔族传统特色药材［３⁃４］ ， 主产于地中海沿岸、 土

耳其、 伊朗、 印度、 巴基斯坦等地， 以小亚细亚产量最高，
巴基斯坦是我国主要进口商［５］ 。 没食子主要活性成分为鞣

质、 没食子酸、 鞣花酸， 具有清洁口腔、 固牙止痛、 利咽

除臭、 固气、 涩精、 敛肺、 凉血止血功效， 用于治疗牙龈

肿痛出血、 创伤出血、 牙痛、 疮疡久不收口、 湿热病

等［６⁃８］ 。 目前， 关于没食子提取工艺及其抗菌活性的研究较

少， 故本实验优化该药材提取工艺， 同时探索其抑菌作用，
为该资源充分利用和深度开发提供理论参考， 并期冀扩展

其在医药健康领域中的应用。
１　 材料

１ １　 试剂与药材 　 没食子酸、 １， ２， ３， ６⁃四没食子酰葡

萄糖、 鞣花酸、 １， ２， ３， ４， ６⁃五没食子酰葡萄糖对照品

（分析纯， 中国食品药品检定研究院）。 营养琼脂 （北京奥

博星生物技术有限公司）。 金黄色葡萄球菌 （ＡＴＣＣ ６５３８）、
大肠杆菌 （８０９９）、 铜绿假单胞菌 （ＡＴＣＣ １５４４２）、 枯草芽

孢杆菌 （ ＡＴＣＣ ９３７２） ［新疆奇沐医药研究院 （有限公

司） ］。 没食子 （药材市场） 经新疆药品检验研究院苏来

曼·哈力克主任鉴定为正品。
１ ２　 仪器　 ＬＣ⁃２０ＡＴ 高效液相色谱仪 （美国安捷伦公司）；

ＬＤＺＨ⁃１００Ｌ 立式高压蒸汽灭菌锅 （上海申安医疗器械厂）；
ＷＧＺ⁃２ＸＪ 细菌浊度计 （上海昕瑞仪器仪表有限公司）；
ＳＰＸ⁃１５０Ｂ⁃Ｚ 生 化 培 养 箱 （ 上 海 博 讯 实 业 有 限 公 司）；
Ｓｃａｎ１２００ 抑菌环测量仪 （上海丹必康实业有限公司）。
２　 方法与结果

２ １　 干膏得率测定　 称取药材适量， 加入 ７５％ 乙醇回流提

取， 过滤， 浓缩， 浓缩液置于真空干燥箱中烘干， 粉碎，
称定质量， 计算干膏得率， 公式为得率 ＝ （干膏质量 ／药材

质量） ×１００％ 。
２ ２　 含量测定　 采用 ＨＰＬＣ 法。
２ ２ １　 色谱条件　 Ｋｒｏｍａｓｉｌ Ｃ１８色谱柱 （２５０ ｍｍ×４ ６ ｍｍ，
５ μｍ）； 流动相乙腈 （Ａ） ⁃０ １％ 磷酸 （Ｂ）， 梯度洗脱， 程

序见表 １； 体积流量 １ ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ３０ ℃； 检测波长

２５８ ｎｍ。
表 １　 梯度洗脱程序

时间 ／ ｍｉｎ Ａ 乙腈 ／ ％ Ｂ ０ １％ 磷酸 ／ ％
０ ５ ９５
８ １０ ９０
１０ １５ ８５
２０ １５ ８５
４０ ２０ ８０
４５ １５ ８５
５５ ５ ９５
５６ ９５ ５
６５ ９５ ５
６６ ５ ９５
７５ ５ ９５

２ ２ ２　 对照品溶液制备 　 精密称取各对照品适量， 置于
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１０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇溶解并定容， 即得。
２ ２ ３　 供试品溶液制备　 称取药材提取物 ０ １００ ｇ， 纯化

水定容至 ２５ ｍＬ， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 微孔滤膜过滤， 即得。
２ ２ ４　 线性关系考察　 分别取对照品溶液 １ ０、 ２ ０、 ３ ０、
４ ０、 ５ ０ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇定容至刻度。 以对

照品质量浓度为横坐标 （Ｘ）， 峰面积为纵坐标 （Ｙ） 进行

回归， 结果见表 ２， 可知各成分在各自范围内线性关系

良好。
表 ２　 各成分线性关系

成分 回归方程 Ｒ２
线性范围 ／

（μｇ·ｍＬ－１）
没食子酸 Ｙ＝９ １３７ ５Ｘ－１ ６９５ ４ ０ ９９９ ５ １４ ６９～４７０ ００

１，２，３，６⁃四没食子酰葡萄糖 Ｙ＝５ ７２９ ９Ｘ－１８ ３７５ ０ ９９９ ３ １２ ５６～４０２ ００
鞣花酸 Ｙ＝４１ ４３９Ｘ－２８ ６４２ ０ ９９９ ６ ５ ７２～１８３ ００

１，２，３，４，６⁃五没食子酰葡萄糖 Ｙ＝６ ２５０ ７Ｘ－８２ ０１３ ０ ９９９ １ １５ ５０～４９６ ００

２ ２ ５　 精密度试验　 取对照品溶液适量， 在 “２ ２ １” 项

色谱条件下进样测定 ６ 次， 测得没食子酸、 １， ２， ３， ６⁃四
没食子酰葡萄糖、 鞣花酸、 １， ２， ３， ４， ６⁃五没食子酰葡

萄糖峰面积 ＲＳＤ 分别为 １ １３％ 、 ０ ６３％ 、 １ ０３％ 、 １ ６１％ ，
表明仪器精密度良好。
２ ２ ６　 重复性试验 　 精密吸取供试品溶液 ６ 份， 在

“２ ２ １” 项色谱条件下进样测定， 测得没食子酸、 １， ２，
３， ６⁃四没食子酰葡萄糖、 鞣花酸、 １， ２， ３， ４， ６⁃五没食

子酰葡萄糖峰面积 ＲＳＤ 分别为 １ ８３％ 、 １ ２７％ 、 ２ ５８％ 、
２ １３％ ， 表明该方法重复性良好。

２ ２ ７　 稳定性试验 　 精密吸取同一份供试品溶液， 于 ０、
２、 ４、 ８、 １２ ｈ 在 “２ ２ １” 项色谱条件下进样测定， 测得

没食子酸、 １， ２， ３， ６⁃四没食子酰葡萄糖、 鞣花酸、 １，
２， ３， ４， ６⁃五没食子酰葡萄糖峰面积 ＲＳＤ 分别为 １ ８２％ 、
１ ４６％ 、 １ ５９％ 、 ２ ２４％ ， 表明溶液在 １２ ｈ 内稳定性良好。
２ ２ ８　 加样回收率试验　 精密吸取供试品溶液 ６ 份， 加入

各成分含量已知的对照品溶液， 在 “２ ２ １” 项色谱条件

下进样测定， 计算回收率。 结果， 没食子酸、 １， ２， ３， ６⁃
四没食子酰葡萄糖、 鞣花酸、 １， ２， ３， ４， ６⁃五没食子酰葡

萄糖平均加样回收率分别为 ９９ ０２％ 、 １０１ １３％ 、 ９８ ５６％ 、
９８ ９９％ ， ＲＳＤ 分别为 ２ ３４％ 、 ２ ７８％ 、 ２ ５２％ 、 ２ ４１％ 。
２ ３　 综合评分计算　 公式为综合评分 ＝干膏得率 ／干膏得

率ｍａｘ×０ ２＋没食子酸含量 ／没食子酸含量ｍａｘ ×０ ２＋１， ２， ３，
６⁃四没食子酰葡萄糖含量 ／ １， ２， ３， ６⁃四没食子酰葡萄糖含

量ｍａｘ×０ ２＋鞣花酸含量 ／鞣花酸含量ｍａｘ ×０ ２＋ １， ２， ３， ４，
６⁃五没食子酰葡萄糖含量 ／ １， ２， ３， ４， ６⁃五没食子酰葡萄

糖含量ｍａｘ×０ ２。
２ ４　 单因素试验

２ ４ １　 料液比　 称取药材粗粉 ５ 份， 每份 ５０ ０ ｇ， 分别以

料液比 １ ∶ ８、 １ ∶ ９、 １ ∶ １０、 １ ∶ １１、 １ ∶ １２ 加入 ７５％ 乙醇，
加热煮沸， 回流提取 ６０ ｍｉｎ， 过滤， 重复 ３ 次， 合并滤液，
浓缩， 烘干， 粉碎， 计算综合评分， 结果见图 １。 由此可

知， 随着料液比减小， 综合评分先升高后降低， 为 １ ∶ １１
时达到最大值。

图 １　 料液比对综合评分的影响

２ ４ ２　 乙醇体积分数 　 称取药材粗粉 ５ 份， 每份 ５０ ０ ｇ，
以料液比 １ ∶ １０ 分别加入 ５５％ 、 ６５％ 、 ７５％ 、 ８５％ 、 ９５％ 乙

醇， 加热煮沸， 回流提取 ６０ ｍｉｎ， 过滤， 重复 ３ 次， 合并

滤液， 浓缩， 烘干， 粉碎， 计算综合评分， 结果见图 ２。 由

此可知， 随着乙醇体积分数增加， 综合评分先缓慢升高后

明显降低， 为 ６５％ 时达到最大值。

图 ２　 乙醇体积分数对综合评分的影响
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２ ４ ３　 提取时间　 称取药材粗粉 ５ 份， 每份 ５０ ０ ｇ， 以料

液比 １ ∶ １０ 加入 ７５％ 乙醇， 加热煮沸， 分别回流提取 ３０、
４５、 ６０、 ７５、 ９０ ｍｉｎ， 过滤， 重复 ３ 次， 合并滤液， 浓缩、

烘干， 粉碎， 计算综合评分， 结果见图 ３。 由此可知， 随着

提取时间延长， 综合评分先升高后降低， 为 ５０ ｍｉｎ 时达到

最大值。

图 ３　 提取时间对综合评分的影响

２ ５　 正交试验　 在单因素试验基础上， 选择料液比 （Ａ）、
乙醇体积分数 （Ｂ）、 提取时间 （Ｃ） 作为影响因素， 干膏

得率及没食子酸、 鞣花酸 １， ２， ３， ６⁃四没食子酰葡萄糖、
１， ２， ３， ４， ６⁃五没食子酰葡萄糖含量的综合评分 （Ｙ） 作

为评价指标， 采用 Ｌ９ （３４） 正交表进行设计， 因素水平见

表 ３， 结果见表 ４。 由此可知， 各因素影响程度依次为 Ｃ＞
Ａ＞Ｂ； 最优工艺为 Ａ２Ｂ１Ｃ２， 即料液比 １ ∶ １１， 乙醇体积分数

５５％ ， 提取时间 ５０ ｍｉｎ， 综合评分为 ９６ ６５ 分。
表 ３　 正交试验因素水平 （ｎ＝４）

水平
因素

Ａ 料液比 Ｂ 乙醇体积分数 ／ ％ Ｃ 提取时间 ／ ｍｉｎ Ｄ（空白）
１ １ ∶ １０ ４０ ４５ １
２ １ ∶ １１ ５０ ６０ ２
３ １ ∶ １２ ６０ ７５ ３

表 ４　 正交试验设计与结果

试验号 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｙ 综合评分 ／ 分
１ １ １ １ １ ８５ ６２
２ １ ２ ２ ２ ９２ ４５
３ １ ３ ３ ３ ８７ ７５
４ ２ １ ２ ３ ９６ ６５
５ ２ ２ ３ １ ９２ ７３
６ ２ ３ １ ２ ８９ １２
７ ３ １ ３ ２ ９１ １３
８ ３ ２ １ ３ ８６ ７５
９ ３ ３ ２ １ ９２ １２
Ｋ１ ２６５ ８２ ２７３ ４０ ２６１ ４９ ２７０ ４７ —
Ｋ２ ２７８ ５０ ２７１ ９３ ２８１ ２２ ２７２ ７０ —
Ｋ３ ２７０ ００ ２６８ ９９ ２７１ ６１ ２７１ １５ —
ｋ１ ８８ ６１ ９１ １３ ８７ １６ ９０ １６ —
ｋ２ ９２ ８３ ９０ ６４ ９３ ７４ ９０ ９０ —
ｋ３ ９０ ００ ８９ ６６ ９０ ５４ ９０ ３８ —
Ｒ ４ ２３ １ ４７ ６ ５８ ０ ７４ —

　 　 方差分析见表 ５。 由此可知， 各因素影响程度依次为

Ｃ＞Ａ＞Ｂ； 最优工艺为 Ａ２Ｂ１Ｃ２， 与表 ４ 一致； 因素 Ａ、 Ｃ 有显

著影响 （Ｐ＜０ ０５）， Ｂ 无显著影响 （Ｐ＞０ ０５）。
２ ６　 验证试验　 按 “２ ５” 项下优化工艺进行 ３ 批验证试

验。 结果， 综合评分分别为 ９６ １１、 ９５ １５、 ９６ ０５ 分， 平均

值为 ９５ ７７ 分， 与预测值 ９６ ６５ 分的相对偏差仅为 ０ ９１％ ，
表明该模型具有良好的预测性， 提取工艺准确可行。

表 ５　 方差分析结果

来源 离均差平方和 自由度 均方 Ｆ 值 Ｐ 值

校正模型 ９６ ０８９ ６ １６ ０１５ ３６ ７７９ ０ ０２７
截距 ７３ ６７９ ６７４ １ ７３ ６７９ ６７４ １６９ ２０９ ９９８ ＜０ ００１
Ａ ２７ ８３４ ２ １３ ９１７ ３１ ９６１ ０ ０３０
Ｂ ３ ３６１ ２ １ ６８１ ３ ８６０ ０ ２０６
Ｃ ６４ ８９３ ２ ３２ ４４７ ７４ ５１６ ０ ０１３

误差 ０ ８７１ ２ ０ ４３５ — —
总计 ７３ ７７６ ６３３ ９ — — —

２ ７　 抑菌作用评价

２ ７ １　 药液制备　 药材按 “２ ５” 项下优化工艺进行提取，
烘干， 研磨成粉末， 采用倍比稀释法制成质量浓度分别为

２５０ ０００、 １２５ ０００、 ６２ ５００、 ３１ ２５０、 １５ ６２５、 ７ ８１２ ５
ｍｇ ／ ｍＬ的溶液， 即得。
２ ７ ２　 菌悬液制备　 挑取已活化的单菌落， 置于 １０ ｍＬ 磷

酸缓冲液中， 混匀， 细菌浊度计测定其含菌浓度， 磷酸盐

缓冲液稀释至 ５×１０６ ～５×１０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 即得。
２ ７ ３　 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 测定 　 吸取 “２ ７ ２” 项下

菌悬液 １０ μＬ， 置于 ２０ ｍＬ 量瓶中， 灭菌， 冷却， 转移到

５０ ℃营养琼脂培养基中， 摇匀， 倒入平板中凝固。 取无菌

干燥的滤纸片， 每片滴加 ２０ μＬ “２ ７ １” 项下药液， 室温

自然干燥， 每个平板贴放 ３ 片试验样片、 １ 片阴性对照样

片， 每片滴加 ２０ μＬ 无菌蒸馏水， 并且各样片中心之间相

距 ２５ ｍｍ 以上， 与平板边缘相距 １５ ｍｍ 以上， 在 ３７ ℃下培

养 １６～ １８ ｈ， 抑菌环分析仪测量抑菌圈直径［９⁃１０］ ， 重复 ３
次， 结果见表 ６ （抑菌圈直径大于 ７ ｍｍ 时， 有抑菌作用；
小于等于 ７ ｍｍ 时， 无抑菌作用， 初次出现抑菌圈的质量浓

度即为 ＭＩＣ［１１］ ）。 由此可知， 药材提取物对 ４ 种菌种的 ＭＩＣ
分别为 １５ ６２５、 ３１ ２５０、 １２５ ０００、 ６２ ５００ ｍｇ ／ ｍＬ。
３　 讨论与结论

没食子成分复杂， 其有效成分对于药效发挥起着至关

重要的作用， 由于它们在不同提取条件下可能表现出不同

的活性和稳定性， 故仅以单一指标进行优化往往不能保证
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　 　 　 表 ６　 ＭＩＣ 测定结果 （ｍｍ， ｘ±ｓ）

菌种
提取物质量浓度 ／ （ｍｇ·ｍＬ－１）

空白 ２５０ ０００ １２５ ０００ ６２ ５００ ３１ ２５０ １５ ６２５ ７ ８１２ ５
金黄色葡萄球菌 — ２０ １１±０ １７ １８ ２４±０ ２４ １５ １０±０ １４ １１ ４０±０ ３４ ８ ３３±０ １１ —

大肠杆菌 — ２２ ０４±０ １１ １８ ８０±０ １０ １６ ６０±０ ４２ １３ ２０±０ ２０ — —
铜绿假单胞菌 — １６ ６７±０ ３２ １３ ６３±０ ２３ — — — —
枯草芽孢杆菌 — １６ ４３±０ ５３ １３ ５７±０ ３６ １０ １７±０ ４２ — — —

　 　 注： —表示无抑菌圈。

其整体质量［１２］ 。 本实验采用多指标综合评分［１３］ 优化没食

子提取工艺， 发现其稳定可靠， 重复性好， 可为今后该药

材有效成分的合理开发提供参考依据。
没食子具有抗炎、 抗氧化、 抗菌、 抗病毒等多种生物

活性［１４⁃１５］ ， 其所含的没食子酸、 鞣花酸能通过使微生物体

内原生质凝固， 并抑制细菌代谢所需的多种酶类， 从而发

挥抑菌作用［１６⁃１７］ 。 本实验发现， 没食子提取物对大肠杆菌、
金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌和铜绿假单胞菌均具有一

定抑制作用， 并与剂量呈正相关， 效果依次为金黄色葡萄

球菌＞大肠杆菌＞枯草芽孢杆菌＞铜绿假单胞菌， 上述差异

可能是由于大肠杆菌和铜绿假单胞菌为革兰氏阴性菌， 其

细胞壁被厚厚的脂多糖膜覆盖［１８⁃１９］ ； 金黄色葡萄球菌和枯

草芽孢杆菌为革兰氏阳性菌， 仅有单个肽聚糖层［２０⁃２２］ 。 今

后， 还需进一步考察没食子对不同病原菌抑制作用存在差

异的原因， 探讨其抑制口腔有害微生物的作用机制， 以期

为相关新型抗菌活性成分的发现和天然抗生素的开发提供

参考依据。
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