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摘 要:采用水蒸气蒸馏法对贯叶连翘花中挥发油进行提取，以挥发油提取率为响应值，通过单因素实验对影响提取

工艺的参数( 浸泡时间、提取时间和料液比) 进行考察，并利用三因素三水平响应曲面实验法确定了贯叶连翘花中挥发
油的最优提取工艺，即浸泡时间 19 h，液固比 9 ∶ 1 mL /g，提取时间 10 h，该条件下贯叶连翘花中挥发油的提取率为
1.03 mL /100 g，与理论值 1.10 mL /100 g仅相差 2.73%。同时测试了该挥发油的抑菌活性，其对大肠杆菌、金黄色葡萄
球菌和枯草芽孢杆菌的抑菌圈直径分别为 9、10、12 mm，表明贯叶连翘花中挥发油有一定的抑菌活性。
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Abstract: To study steam distillation extraction technology of volatile oil from Hypericum perforatum L. flowers，the type of
parameters soaking time，solvent to solid sample ratio and extraction time were investigated in single factor experiments with
extraction yield of volatile oil as evaluation index.The best extraction processes were obtained with three factors and three levels
of response surface methodology as follows: soaking time 19 h，solvent to solid sample ratio 9∶ 1 mL /g and extraction time 10 h
respectively，leading to an extraction yield of volatile oil 1.03 mL /100 g，and the experimental value are basically close to the
theoretical expectation value 1.10 mL /100 g，with only 2.73% deviation. Combining with the antibacterial activity tests，the
antimicrobial cycle diameter of volatile oil from Hypericum perforatum L. flowers were 9，10，12 mm for Escherichia coli，
Staphyloccocus aureus and Bacillus subtilis，which suggested volatile oil from Hypericum perforatum L. flowers has a certain
antibacterial effect.
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贯叶连翘( Hypericum perforatum L.) 为藤黄科金
丝桃属多年生草本植物，药用历史达两千年之久，具

有清热利湿、疏肝解郁、抑菌止血等功效［1－2］。贯叶
连翘含有多种活性成分如蒽醌类和黄酮类等，在抗

抑郁、镇痛、抗氧化等方面具有广谱的药理活性，研
究亦表明金丝桃属植物中挥发油均具有明显的抗菌

作用［3－4］，因此贯叶连翘的抑菌等活性疑与含有的挥

发油成分相关。
关于挥发油的提取、分析及应用已成为研究热

点［5］，目前已有关于贯叶连翘全草和地上部分挥发

油的化学成分和药理作用研究，且不同方法和不同

药源挥发油的提取效率、化学组成、含量和药效等
有所差异［6－7］。贯叶连翘花中含有丰富的挥发油，
而关于花中挥发油的提取与抑菌活性研究还尚未
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见报道。
水蒸气蒸馏法具有操作简单、节约成本、产品纯

度高及无有机溶剂残留等特点［8－9］，广泛用于挥发油

的提取研究。本研究拟采用该方法对贯叶连翘花中
挥发油进行提取，结合响应面实验法对工艺过程进

行优化，以提高产率; 同时对贯叶连翘花中挥发油抑

菌活性进行研究，为贯叶连翘花资源在日用、食品、
医药、化工等领域的开发提供有力的理论依据和实
验基础。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器
贯叶连翘花 购自陕西汉中勉县，经陕西国际

商贸学院生药学教研室雷国莲教授鉴定，清洗后晾

干、粉碎至 40 目，避光阴凉处保存，备用; 无水乙醚
和无水硫酸钠等 均为国产分析纯; LB 培养基 蛋
白胨 10 g，酵母浸粉 5 g，NaCl 10 g，加水至 1000 mL，
固体培养基加入琼脂粉 20 g，于 121 ℃灭菌 20 min。

9FZ－15B型多用粉碎机 富强机械制造有限公
司; DF－101S型集热式恒温磁力搅拌器 陕西泰康
生物科技有限公司; FA2204B 型电子分析天平 上
海精密科学仪器有限公司; YXQ－LS－50S 型立式压
力蒸汽灭菌锅 上海讯博实业有限医疗公司。
1.2 实验方法
1.2.1 挥发油的提取方法 称取 20 g 粉碎的贯叶连
翘花于合适的圆底烧瓶中，加入一定量的蒸馏水密

封，浸泡一定时间后，连接挥发油提取器和冷凝管，

置于集热式恒温磁力搅拌器上，于 125 ℃油浴加热
一定时间。挥发油提取完全后，以无水乙醚收集挥
发油，并加入少量无水硫酸钠( 以不结晶为宜) ，蒸发

乙醚可得到一定量亮黄色油状液体，挥发油提取得

率计算如下:

Ｒ = V /m ×100
式中，Ｒ 为挥发油提取得率，mL /100 g; V: 挥发

油体积，mL; m: 药材质量，g。
1.2.2 挥发油提取的单因素实验
1.2.2.1 浸泡时间的影响 按照 1.2.1 挥发油提取方
法，当液固比为 10∶ 1 mL /g，提取时间为 12 h 的条件
下，研究不同浸泡时间( 6、10、14、18、22、26 h) 对贯叶
连翘花中挥发油提取率的影响。
1.2.2.2 液固比的影响 按照 1.2.1 挥发油提取方
法，当浸泡时间为 18 h，提取时间为 12 h 的条件下，
研究不同液固比 ( 4 ∶ 1、7 ∶ 1、10 ∶ 1、13 ∶ 1、16 ∶ 1、
19∶ 1 mL /g) 对贯叶连翘花中挥发油提取率的影响。
1.2.2.3 提取时间的影响 按照 1.2.1 挥发油提取方
法，当浸泡时间为 18 h，液固比为 10∶ 1 mL /g 的条件
下，研究不同提取时间( 3、6、9、12、15、18 h) 对贯叶
连翘花中挥发油提取率的影响。
1.2.3 响应曲面实验优化 在单因素实验基础上，
选取浸泡时间( A) 、液固比( B) 和提取时间( C) 三个因
素为影响挥发油提取率的主要因素，以－1、0 和 1 分别
表示因素的高中低三个水平。按照响应曲面实验方法
( ＲSM) 进行因素水平安排和实验设计，见表 1。
1.2.4 挥发油抑菌活性研究 采用滤纸片法初步测

表 1 响应曲面实验设计与因素水平
Table 1 Variables and levels of ＲSM

水平

因素

A浸泡时间
( h)

B液固比
( mL /g)

C提取时间
( h)

－ 1 12 5∶ 1 6
0 18 10∶ 1 9
1 24 15∶ 1 12

定水蒸气蒸馏法提取的贯叶连翘花的挥发油对不同

菌种( 大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄色葡萄球菌) 的
活性，即将菌种接种到液体培养基中振荡培养，至对

数生长期时进行计数。取 100 μL 菌悬液于 9 cm 平
板上涂布均匀，向平板中央打 3 mm 的孔，向孔内滴
加 5 μL挥发油，对照板加 5 μL 灭菌水，置于培养箱
中( 37 ℃，24 h) 。观察菌种的生长情况并进行数据
的记录，测量抑菌圈的直径，重复 3 次［10］。
1.3 数据处理
采用 Design－Expert 8.0 软件对数据进行分析，实

验结果以平均值 ±标准误差( mean ± SE) 进行表示。

2 结果与分析
2.1 单因素实验结果与分析
2.1.1 浸泡时间对贯叶连翘花挥发油提取率的影响
考察浸泡时间对贯叶连翘花中挥发油提取率的影

响，结果见图 1。当浸泡时间低于 10 h 时，挥发油提
取率相对较低; 随着浸泡时间延长至 18 h 时，挥发油
提取率呈现明显上升趋势; 随后随着时间的增加，挥

发油提取率呈现下降趋势。原因可能是刚开始时，
药材组织细胞尚未充分膨胀，当浸泡时间达 18 h 时，
药材组织细胞膨胀，加速了细胞内外物质交换的速

率，促进了挥发油的提取。挥发油得率下降的原因，
也可能与实验过程温度较高和实验季节的环境温度

偏高，挥发油分子运动速率加快易于散失到空气中

相关。因而选 18 h为合适的浸泡时间。

图 1 浸泡时间对挥发油提取率的影响
Fig.1 Effect of soaking time on yield of
Hypericum perforatum L.flowers volatile oil

2.1.2 液固比对贯叶连翘花挥发油提取率的影
响 由图 2 可知，随着液固比的增加，挥发油提取率
增大，液固比为 10∶ 1 mL /g 时提取率最大; 当继续增
加液固比，挥发油提取率出现明显下降的趋势，即溶

剂( 水量) 的变化对挥发油提取率有一定影响。原因
可能为水量少不能充分浸泡药材原料，随着水量的
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增加，药材与水充分接触，提取率增加; 但当加水量

过多，加热时溶液沸腾原料和挥发油沾壁，影响提取

效果。因此，最适液固比选为 10∶ 1 mL /g。

图 2 液固比对挥发油提取率的影响
Fig.2 Effect of solvent to material ratio on yield of

Hypericum perforatum L.flowers volatile oil

2.1.3 提取时间对贯叶连翘花挥发油提取率的影
响 从图 3 可以看出，当提取时间为 3～9 h 时，贯叶
连翘花中挥发油的提取率出现快速增加的趋势，9 h
时提取率达到最大值，这与提取刚刚开始时，由于溶

剂与物料中挥发油浓度不同导致的扩散驱动力增大

有关; 当继续延长提取时间，提取率的变化趋势较为

平缓，即挥发油基本提取完全，这可能与提取贯叶连

翘花中挥发油的过程，溶液体系达到了动态平衡而

致挥发油提取率变化不大有关。说明 9 h 是理想的
挥发油提取时间。

图 3 提取时间对挥发油提取率的影响
Fig.3 Effect of extraction time on yield of
Hypericum perforatum L.flowers volatile oil

2.2 响应曲面优化实验结果与分析
2.2.1 二次回归模型方程的建立及方差分析 以贯
叶连翘花中挥发油的提取率为考察指标，在单因素

实验基础上，对浸泡时间、液固比和提取时间等三个
因素按照响应曲面法三因素三水平，五个中心点的

方法，即十七个实验点的实验设计及结果，见表 2。
经过拟合的三元二次回归方程为:

Y = － 2.61125 + 0.093750A + 0.14425B +
0.42792C + 1.25000E－ 003 AB + 4.30556E－ 003AC－
6.66667E － 004BC － 3.95833E － 003A2 － 8.20000E －
003B2 －0.026667C2

二次方程回归模型的方差分析结果见表 3。
从表 3 方差分析结果可见，模型的 F 值 83.53，

p值远小于 0.01，说明该模型各项拟合良好，是一个
有意义的二次回归模型。失拟项 p 值为 0.1299 大于

0.05，表明失拟不显著，即该模型能够较好地描述响
应值和各因素的关系。同时，该模型的标准偏差
( Std.Dev.) 为 2.90%，说明实验误差小，数据间精密度
较好; 校正系数 ( Ｒ2

Adj ) 为 0.9789，表明该模型与
97.89%的响应值相吻合，决定系数( Ｒ2 ) 为 0.9908，变
异系数( CV) 4.14，均表明该模型拟合较好，可以用该
模型对贯叶连翘花中挥发油的提取工艺进行优选。
一次项 C、二次项 A2、B2 和 C2 和交互项 AC的影响极
显著，而 AB项的影响为显著。

表 2 贯叶连翘花中挥发油提取工艺响应曲面优化实验结果
Table 2 ＲSM design arrangement

and corresponding of volatile oil yield

编号 A B C 实验提取率
( mL /100 g)

预测提取率
( mL /100 g)

1 1 1 0 0.63 0.66
2 0 0 0 0.94 0.97
3 1 0 － 1 0.48 0.47
4 0 1 － 1 0.48 0.46
5 0 0 0 0.99 0.97
6 － 1 0 1 0.54 0.55
7 0 0 0 0.98 0.97
8 0 － 1 － 1 0.45 0.48
9 0 － 1 1 0.59 0.61
10 0 1 1 0.58 0.56
11 － 1 0 － 1 0.59 0.60
12 － 1 － 1 0 0.69 0.66
13 1 － 1 0 0.63 0.62
14 1 0 1 0.74 0.73
15 － 1 1 0 0.54 0.55
16 0 0 0 0.98 0.94
17 0 0 0 0.96 0.97

2.2.2 响应曲面优化结果与分析 根据模型方程绘
制的响应曲面图与标准残差曲线等，结果见图 4。图
4 为影响贯叶连翘花中挥发油提取率的因素之间交
互作用的关系图，可直观的反映出因素交互作用对

提取率的影响大小。图 4a中浸泡时间的曲线较为平
缓，表明浸泡时间对提取率的影响较弱，液固比较浸

泡时间对提取率的影响较强，呈现先上升后减小的

趋势，等高线图反映出浸泡时间与液固比交互作用

对提取率的影响较为显著，与方差分析结果一致。
图 4b中浸泡时间的曲线仍比较平缓，但随着提取时
间的增加提取率呈现大幅度增加，浸泡时间和提取

时间的交互作用极为显著。图 4c 中，仅液固比对提
取率的影响极为显著，提取时间和交互作用对提取

率无显著性影响。从图 4 可获得因素的合理水平范
围为: 浸泡时间 16～19 h; 液固比 8∶ 1～12∶ 1 mL /g; 提
取时间 8～10 h。
求导得到响应曲面法优化贯叶连翘挥发油提取

工艺的条件为:浸泡时间18.50 h，液固比 9.39∶ 1 mL /g，
提取时间 9.83 h，由于实际操作条件的限制，故将参数
修订为浸泡时间 19 h，液固比 9 ∶ 1 mL /g，提取时间
10 h，该条件下贯叶连翘花中挥发油提取率达



276

表 3 响应曲面实验拟合方程的方差分析
Table 3 ANOVA for response surface quadratic model

类别 自由度 平方和 均方 F值 p值 显著性

回归模型 9 0.62 0.069 83.52 ＜ 0.0001 ＊＊
A 1 1.800E－003 1.800E－003 2.18 0.1832
B 1 2.113E－003 2.113E－003 2.56 0.1536
C 1 0.025 0.025 30.68 0.0009 ＊＊
AB 1 5.625E－003 5.625E－003 6.82 0.0349 *
AC 1 0.024 0.024 29.12 0.0010 ＊＊
BC 1 4.000E－004 4.000E－004 0.48 0.5087
A2 1 0.085 0.085 103.64 ＜ 0.0001 ＊＊
B2 1 0.18 0.18 214.48 ＜ 0.0001 ＊＊
C2 1 0.24 0.24 293.97 ＜ 0.0001 ＊＊
残差 7 5.775E－003 8.250E－004
失拟项 3 4.175E－003 1.392E－003 3.48 0.1299
纯误差 4 1.600E－003 4.000E－004
总和 16 0.63
注:＊＊表示差异性极显著( p ＜ 0.01) ; * 表示差异性较为显著( p ＜ 0.05) 。

1.03 mL /100 g，与 理 论 值 1.10 mL /100 g 仅 相
差 2.73%。

图 4 因素交互作用的响应曲面图
Fig.4 Ｒesponse surface plot for the interactive effects of

three factors on Hypericum perforatum L.flowers volatile oil yield

2.3 挥发油的抑菌活性研究
抑菌实验发现，加入贯叶连翘花中挥发油的平

板上形成了抑菌圈，其直径大小见表 4 所示，即该
挥发油对供试菌种: 金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆
菌和大肠杆菌均有一定的抑制活性，其抑菌活性大

小顺序为枯草芽孢杆菌 ＞金黄色葡萄球菌 ＞ 大肠
杆菌。

表 4 贯叶连翘花中挥发油对菌种的抑菌圈直径
Table 4 Antimicrobial cycle diameter of

volatile oil from Hypericum perforatum L.flowers

抑菌圈直径( mm)
大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌

挥发油 9 ± 0.30 10 ± 0.32 12 ± 0.28
空白对照 6 ± 0.22 6 ± 0.21 6 ± 0.24

3 结论
本研究采用响应曲面优化法对水蒸气蒸馏法提

取贯叶连翘花中挥发油的工艺进行优化，确定的最

佳工艺条件为: 浸泡时间 19 h，液固比 9∶ 1 mL /g，提
取时间 10 h，该条件下挥发油的提取率为 1.03 mL /
100 g，与理论值 1.10 mL /100 g 较为接近，则响应曲
面实验模型可用于贯叶连翘花中挥发油的提取。贯
叶连翘花中挥发油对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和
枯草芽孢杆菌实验测试中，其对应的抑菌圈直径分

别为 9、10、12 mm，即该挥发油对供试菌有一定的抑
制作用，这与挥发油中化合物含有的羟基和不饱和

键的存在有关。
贯叶连翘花中挥发油具有潜在的抑菌活性，与

挥发油中多成分协同、多靶点作用的有关。进一步
对贯叶连翘花中挥发油成分进行分析和鉴定，成为

本课题组下阶段研究目标。
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表 6 如意草生物碱对供试菌种的最低抑菌浓度( MIC)
Table 6 Minimal inhibitory concentration( MIC) of alkaloids of Corydalis taliensis Fr.different strains

供试菌种
如意草生物碱浓度( μg /mL)

30 40 50 60 70
对照 MIC

枯草芽孢杆菌 + － － － － + + + 40
金黄色葡萄球菌 + － － － － + + + 40
大肠杆菌 + + + － － － + + + 50
沙门氏菌 + + + － － － + + + 50

注: －表示无菌生长; +表示菌生长少; + +表示菌生长较多; + + +表示菌生长多。

为 1.656%。
3.2 如意草生物碱的抑菌实验结果表明，不同浓度
的如意草生物碱对供试的 4 种细菌，呈现不同的抑
制作用。其中，1.07 mg /mL 的生物碱对枯草芽孢杆
菌的抑制能力最强，其次为大肠杆菌和金黄色葡萄

球菌，沙门氏菌的抑菌效果最弱; 其中枯草芽孢杆菌

和金黄色葡萄球菌的 MIC 为 40 μg /mL，大肠杆菌和
沙门氏菌的 MIC为 50 μg /mL。本实验表明，用超声
波提取如意草生物碱的方法可行，具有提取率较高、
时间短、温度低等特点，以乙醇为介质对如意草生物
碱进行超声波处理，有利于生物碱的提取。另外，此
生物碱具有较明显的抑菌活性，从资源利用的角度

来看，如意草也具有较大的开发潜力。
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